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1.1 Calcio como segundo mensajero 
El	   ión	   calcio	   (Ca2+),	   es	   el	   segundo	   mensajero	   intracelular	   más	   versátil	   conocido.	   Es	  
esencial	  para	   las	   células	  debido	  a	   la	  gran	  cantidad	  de	   funciones	  celulares	  que	   regula	  
utilizando	   diferentes	  modos	   de	   acción.	   Es	   capaz	   de	   controlar	   la	   apoptosis	   o	   el	   ciclo	  
celular,	   procesos	   que	   necesitan	  minutos	   u	   horas,	   o	   bien,	   procesos	   casi	   instantáneos	  
como	   la	   exocitosis	   y	   la	   contracción	   muscular.	   Numerosas	   enfermedades,	   como	   el	  
cáncer	  o	  el	  Alzheimer,	  tienen	  como	  origen	  diversas	  alteraciones	  en	  la	  señalización	  por	  
calcio	  (Berridge,	  2012).	  
1.1.1 Funciones celulares  
Las	   variaciones	   en	   la	   concentración	   de	   calcio	   en	   los	   diferentes	   compartimentos	  
celulares,	   sobre	   todo	   en	   el	   citosol,	   activan	   y	   regulan	   mecanismos	   biológicos	   que	  
desencadenan	   diferentes	   funciones	   celulares	   fundamentales.	   A	   continuación	   se	  
expone	  cómo	  está	  implicado	  el	  ión	  calcio	  en	  varias	  de	  estas	  funciones.	  
Durante	  la	  fertilización,	  el	  calcio	  interviene	  en	  dos	  procesos	  importantes	  para	  evitar	  la	  
polispermia.	  El	  primer	  proceso,	  que	  dura	  segundos,	  se	  da	  cuando	  el	  espermatozoide	  se	  
fusiona	   con	   el	   óvulo.	   Este	   hecho	   genera	   un	   aumento	   rápido	   de	   la	   concentración	  
citosólica	   de	   calcio	   provocando	   la	   apertura	   de	   canales	   de	   cloruro	   en	   el	   ovocito.	   El	  
cloruro	   sale	   inmediatamente	   de	   la	   célula	   provocando	   una	   despolarización	   de	   la	  
membrana	   y	   generando	   un	   bloqueo	   rápido	   que	   impide	   la	   fusión	   de	   otro	  
espermatozoide.	   El	   aumento	   de	   la	   concentración	   citosólica	   de	   calcio	   no	   sólo	   genera	  
una	  despolarización	  de	  la	  membrana,	  como	  se	  ha	  comentado,	  sino	  que	  también	  activa	  
la	   fusión	   de	   los	   gránulos	   corticales	   con	   la	   membrana	   plasmática	   generando	   una	  
barrera	  estable	  (Nader	  et	  al.,	  2013).	  Por	  otro	  lado,	  el	  calcio	  también	  está	  implicado	  en	  
la	  salida	  de	  la	  fase	  MII	  del	  ciclo	  celular	  y	  en	  el	  inicio	  de	  la	  mitosis	  (Kono	  et	  al.,	  1996).	  
En	  el	   control	  de	   la	   transcripción,	  el	   calcio	  está	  presente	  activando	  varios	   factores	  de	  
transcripción	   como	   cAMP-­‐Response-­‐Element	   Binding	   protein	   (CREB)	   en	   el	   núcleo	   y	  
Nuclear	  Factor	  of	  Activated	  T	  cell	  (NF-­‐AT)	  o	  nuclear	  factor	  kappa-­‐light-­‐chain-­‐enhancer	  
of	  activated	  B	  cells	  (NF-­‐ĸB)	  en	  el	  citoplasma.	  La	  fosfatasa	  calcineurina,	  activada	  por	  su	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unión	   a	   calcio,	   desfosforila	   NF-­‐AT	   permitiendo	   su	   entrada	   en	   el	   núcleo	   para	   dar	  
comienzo	   a	   la	   transcripción	   (Oh-­‐hora	  &	  Rao,	   2008).	   Por	   otro	   lado,	   el	   aumento	   en	   la	  
concentración	  citosólica	  de	  calcio	   induce	   la	  proteólisis	  de	   la	  subunidad	   IĸB	  del	   factor	  
NF-­‐ĸB,	  permitiendo	  así	  su	  entrada	  en	  el	  núcleo	  para	  comenzar	  la	  transcripción	  (Tabary	  
et	  al.,	  2008).	  En	  el	  caso	  de	  CREB,	  la	  activación	  del	  factor	  se	  produce	  al	  ser	  fosforilado	  
por	   las	   proteínas	   quinasas	   dependientes	   de	   calcio,	   calmodulina	   II	   y	   IV	   (CaMKII	   y	  
CaMKIV);	  además	  el	  calcio	  estimula	  la	  unión	  de	  CREB	  al	  activador	  transcripcional	  CREB	  
Binding	  Protein	  (CBP)	  (Hardingham	  et	  al.,	  1999).	  
En	  el	  caso	  de	  la	  contracción	  muscular,	  es	  necesario	  que	  la	  señal	  neuronal	  llegue	  a	  los	  
músculos	  generando	  un	  potencial	  de	  acción	  que	  se	  propague	  a	  través	  del	  sarcolema.	  
Este	  potencial	  de	  acción	  se	  transduce	  mediante	  un	  incremento	  de	  calcio	  en	  las	  zonas	  
de	  unión	  de	   los	  túbulos	  trasversos	  T	  y	  el	  retículo	  sarco-­‐endoplásmico.	  Los	  canales	  de	  
calcio	   sensibles	   a	   dihidropiridinas	   y	   dependientes	   de	   voltaje	   (Cav1)	   responden	  
modificando	  su	  conformación	  	  ante	  la	  variación	  del	  potencial	  de	  acción.	  Los	  receptores	  
de	  rianodina	  del	  retículo	  sarco-­‐endoplásmico,	  se	  encuentran	  estrechamente	  ligados	  a	  
los	  Cav1	  y	  el	  cambio	  conformacional	  de	  estos	  últimos,	   	  produce	  una	  activación	  de	  los	  
receptores	  de	  rianodina	  que	  liberaran	  calcio	  del	  retículo	  sarco-­‐endoplásmico	  	  (Endo	  et	  
al.,	  1970).	  El	  calcio	  liberado	  se	  une	  a	  la	  troponina	  activándola	  para	  permitir	  la	  unión	  de	  
la	  miosina	  a	  la	  actina	  y	  generar	  la	  contracción	  muscular.	  
El	  calcio	  participa	  en	  la	  regulación	  de	  varios	  procesos	  neuronales	  como	  la	  memoria	  o	  el	  
aprendizaje.	  Los	  canales	  de	  calcio	  dependientes	  de	  voltaje,	  participan	  en	  la	  liberación	  
de	   neurotransmisores	   durante	   la	   sinapsis	   nerviosa.	   El	   calcio	   que	   entra	   en	   la	   célula	  
neuronal	   se	   une	   a	   la	   proteína	   sinaptotagmina,	   presente	   en	   las	   vesículas	   secretoras,	  
que	  está	  unida	  al	  complejo	  Soluble	  NSF	  Attachment	  Receptor	  (SNARE)	  estabilizándolo.	  
Su	   unión	   a	   calcio	   hace	   que	   el	   complejo	   se	   desestabilice	   permitiendo	   la	   apertura	   del	  
poro	  y	  la	  liberación	  de	  los	  neurotrasmisores	  (Sudhof,	  2004).	  
El	  calcio	  también	  está	  implicado	  en	  la	  producción	  de	  trifosfato	  de	  adenosina	  (ATP).	  La	  
mitocondria	   acumula	   calcio	   en	   su	   interior	   tanto	   para	   modular	   la	   señal	   de	   calcio	  
citosólica	   como	   para	   regular	   la	   producción	   de	   ATP.	   Hay	   varias	   deshidrogenasas	  
reguladas	  por	  calcio	   involucradas	  en	  la	  producción	  de	  dinucleótido	  de	  nicotinamida	  y	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adenina	   (NADH)	   y	   finalmente	   ATP.	   El	   calcio	   se	   une	   directamente	   a	   la	   piruvato	  
deshidrogenasa	  fosfatasa	  (PDHP)	  que	  activa	  la	  piruvato	  deshidrogenasa	  (PHD)	  (Denton	  
et	   al.,	   1972).	   Además,	   el	   calcio	   está	   favoreciendo	   la	   unión	   de	   la	   α-­‐cetoglutarato	  
deshidrogenasa	   y	   la	   isocitrato	   deshidrogenasa	   a	   sus	   sustratos.	   La	   muerte	   celular	  
programada,	   apoptosis,	   es	   otro	   proceso	   con	   un	   alto	   grado	   de	   regulación	   donde	   el	  
calcio	  se	  ve	   implicado.	  La	  apoptosis	  puede	  ser	  originada	  por	  señales	  extracelulares	  o	  
de	   forma	  mitocondrial.	   El	   calcio	  actúa	   como	   señal	  preapoptótica	   cuando	   se	  produce	  
una	   sobrecarga	   en	   la	   concentración	   de	   calcio	   mitocondrial.	   Esto	   junto	   con	   otros	  
factores	  como	  la	  abolición	  del	  potencial	  de	  membrana	  mitocondrial	  o	  la	  formación	  de	  
especies	  reactivas	  de	  oxigeno	  (ROS),	  provocarían	  la	  apertura	  del	  poro	  de	  transición	  de	  
permeabilidad	   mitocondrial	   (PTP).	   Factores	   proapotóticos	   como	   el	   citocromo	   c,	   el	  
complejo	   Smac/DIABLO,	   o	   la	   procaspasa-­‐9	   salen	   desde	   la	   mitocondria	   al	   citosol	   a	  
través	   del	   PTP	   o	   por	  mecanismos	   secundarios	   a	   su	   apertura,	   desencadenando	   así	   el	  
proceso	  apoptótico	  (Joza	  et	  al.,	  2001).	  	  
1.1.2 La señal  de calcio y su organización espacio-temporal 
La	  célula	  necesita	  regular	  de	  forma	  muy	  precisa	  la	  concentración	  de	  calcio	  intracelular.	  
Para	   ello	   la	   célula	   modula	   las	   corrientes	   de	   entrada	   y	   salida	   de	   calcio	   generando	  
señales	  citosólicas	  que	  a	  su	  vez	  desencadenan	  las	  diferentes	  respuestas	  celulares.	  
La	   principal	   forma	   de	   controlar	   la	   concentración	   de	   calcio	   es	   mediante	   la	  
compartimentalización	   del	   ión	   dentro	   de	   la	   célula.	   La	   concentración	   de	   calcio	   en	   el	  
medio	  extracelular	  es	  de	  1-­‐2mM,	  mientras	  que	  en	  el	  citosol,	  en	  situación	  de	  reposo,	  es	  
de	   50-­‐200nM.	   La	   regulación	   de	   la	   concentración	   citosólica	   de	   calcio	   es	   de	   suma	  
importancia,	  puesto	  que	  	  modificaciones	  en	  la	  misma	  van	  a	  generar	  señales	  de	  calcio	  
que	  desencadenan	  los	  diferentes	  procesos	  celulares.	  Para	  mantener	   la	  concentración	  
de	  calcio	  citosólico,	  las	  ATPasas	  de	  membrana	  bombean	  el	  ión	  en	  contra	  de	  gradiente	  
electroquímico,	  hacia	  el	  exterior	  celular	  o	  hacia	  el	   interior	  de	   los	  depósitos	  de	  calcio	  
intracelulares	   como	  el	   retículo	   sarco-­‐endoplásmico.	   La	   concentración	  de	   calcio	   en	   el	  
retículo	  es	  de	  0.5-­‐2mM	  (Montero	  et	  al.,	  1997;	  de	  la	  Fuente	  et	  al.,	  2013).	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Cada	   tipo	   celular	   en	   cada	   fase	   de	   desarrollo	   puede	   presentar	   distintos	   canales	   de	  
calcio.	   Estos	   canales	   tras	   ser	   activados	   se	   abren	   para	   permitir	   la	   entrada	   de	   calcio	  
desde	  el	  medio	  extracelular	  o	   la	  salida	  de	  calcio	  desde	   los	  depósitos	   intracelulares,	  y	  
así	  generar	  un	  aumento	  en	  la	  concentración	  citosólica	  de	  calcio.	  	  
La	   señal	   de	   calcio	   está	   regulada	   de	   forma	   espacial	   y	   temporal,	   por	   ello	   tenemos	  
incrementos	   en	   la	   concentración	   de	   calcio	   de	   pocos	   milisegundos	   o	   de	   minutos,	  
distribuidos	  por	   todo	  el	   citosol	  o	  bien	  en	   zonas	   concretas.	  Cuando	  el	   incremento	  de	  
calcio	   se	   produce	   en	   una	   zona	   concreta	   de	   la	   célula,	   se	   denomina	  microdominio	   de	  
alto	  calcio.	  Este	  fenómeno	  es	  posible	  por	   las	  propiedades	  de	  difusión	  del	  calcio	  en	  el	  
agua,	  la	  presencia	  de	  amortiguadores,	  la	  compartimentalización	  celular	  y	  la	  agrupación	  
de	  los	  canales	  de	  calcio.	  Por	  lo	  tanto,	  se	  denominan	  microdominios	  de	  alto	  calcio	  a	  las	  
regiones	  cercanas	  a	  las	  bocas	  de	  los	  canales	  de	  calcio,	  donde	  la	  concentración	  de	  calcio	  
aumenta	  de	  forma	  rápida	  (Rizzuto	  &	  Pozzan,	  2006).	  	  
Las	   características	   espaciales	   y	   temporales	   de	   cada	  microdominio	   dependerán	   de	   la	  
conductancia	  y	   selectividad	  del	   tipo	  de	  canal	  asociado,	  de	   la	  concentración	  de	  calcio	  
del	   retículo,	   de	   la	   concentración	   de	   calcio	   del	   medio	   extracelular,	   del	   potencial	   de	  
membrana	   y	   de	   los	   amortiguadores	   intracelulares.	   Los	   valores	   de	   calcio	   para	   estas	  
regiones	   podrían	   estar	   entre	   100	   y	   300µM	   dependiendo	   del	   tipo	   celular	  
(Schneggenburger	  &	  Neher,	  2000).	  
Las	  mitocondrias	  están	  implicadas	  en	  la	  regulación	  espacial	  y	  temporal	  de	  la	  señal	  de	  
calcio	  ya	  que	  son	  un	  sistema	  de	   tamponamiento	   rápido	  del	   ión.	  El	   calcio	  entra	  en	   la	  
mitocondria	  a	   través	  del	  uniportador	  de	  calcio	  mitocondrial	   (MCU).	  La	  concentración	  
de	   calcio	   en	   la	  mitocondria	   puede	   variar	   desde	   100nM	  hasta	   1mM	   (Montero	   et	   al.,	  
2000).	   Una	   vez	   finalizado	   el	   estímulo,	   el	   calcio	   es	   liberado	   lentamente	   al	   citosol	  
dejando	   en	   condiciones	   óptimas	   a	   la	   mitocondria	   para	   poder	   responder	   a	   nuevos	  
estímulos.	  
1.1.3 Sistemas de tamponamiento de calcio celular 
Estos	  sistemas	  celulares	  de	  tamponamiento	  de	  calcio	  están	  formados	  por	  una	  familia	  
de	   proteínas	   que	   contienen	   motivos	   mano-­‐EF	   que	   unen	   calcio	   y	   funcionan	   como	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sensores	  del	  ión,	  cambiando	  de	  conformación	  al	  unirse	  a	  él.	  Cuando	  la	  concentración	  
de	  estas	  proteínas	  es	  suficientemente	  alta	  son	  capaces	  de	  amortiguar	  la	  señal	  de	  calcio	  
al	  reducir	   la	  concentración	  del	   ión	   libre	  en	  el	  citosol.	  Estas	  proteínas	  son	  calbindinas,	  
parvalbúminas	  y	  calretinina	  y	  el	  ejemplo	  más	  estudiado	  es	  la	  calmodulina	  (CaM).	  
La	  calbindina	  y	  la	  calretinina	  son	  proteínas	  con	  alta	  afinidad	  por	  calcio.	  Se	  expresan	  de	  
forma	   heterogénea	   dependiendo	   del	   tejido,	   donde	   además	   varía	   su	   concentración	  
(Schwaller	  et	  al.,	  2002).	  La	  parvalbúmina	  se	  expresa	  en	  células	  de	  músculo	  esquelético	  
a	   elevadas	   concentraciones,	   mientras	   que	   en	   células	   cocleares	   se	   expresa	   a	   bajas	  
concentraciones.	  Esta	  proteína	  tiene	  baja	  afinidad	  por	  calcio	  por	  lo	  que	  no	  es	  capaz	  de	  
actuar	  ante	  incrementos	  rápidos	  de	  la	  concentración	  de	  calcio	  pero	  es	  muy	  efectiva	  en	  
procesos	  lentos	  (Cates	  et	  al.,	  2002).	  La	  CaM,	  está	  unida	  a	  multitud	  de	  proteínas	  donde	  
actúa	  como	  sensor	  de	  calcio.	  La	  concentración	  de	  calcio	  no	  se	  ve	  alterada	  cuando	  se	  
encuentra	  a	  bajas	  concentraciones,	  en	  cambio	  a	  concentraciones	  altas,	  estos	  sensores	  
se	  convierten	  en	  amortiguadores	  de	  calcio	  (Chin	  &	  Means,	  2000)	  
Dentro	   de	   los	   sistemas	   de	   tamponamiento	   celular,	   el	   retículo	   sarco-­‐endoplásmico	  
requiere	  una	  mención	  especial	  al	  ser	  el	  depósito	  de	  calcio	  intracelular	  más	  importante	  
y	  participar	  de	  forma	  muy	  activa	  en	  la	  señalización	  por	  calcio.	  Las	  proteínas	  presentes	  
en	   este	   orgánulo	   capaces	   de	   unir	   calcio	   suelen	   actuar	   como	   chaperonas	   plegando	   y	  
transportando	  proteínas	  a	   lo	   largo	  del	   retículo.	   La	  más	   importante	  es	   la	   calreticulina	  
capaz	  de	  amortiguar	  la	  mitad	  del	  calcio	  presente	  en	  el	  retículo	  endoplásmico	  (Szperl	  &	  
Opas,	  2005).	  En	  el	  retículo	  sarcoplásmico	  esta	  función	  la	  desempeña	  la	  calsecuestrina	  
(CSQ)	  (Yáñez	  et	  al.,	  2012).	  
1.2 Aumento de la concentración de calcio citosólico 
Ante	   un	   estímulo,	   las	   células	   aumentan	   su	   concentración	   citosólica	   de	   calcio.	   Este	  
aumento	  en	  la	  concentración	  de	  calcio	  puede	  deberse	  a	  la	  entrada	  de	  calcio	  desde	  el	  
medio	  extracelular	  o	  bien	  a	   la	   salida	  de	   calcio	  desde	   los	  depósitos	   intracelulares,	   en	  
concreto	  del	  retículo	  sarco-­‐endoplásmico,	  o	  a	  ambas.	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1.2.1 Entrada de calcio desde el exterior celular 
La	   membrana	   plasmática	   es	   prácticamente	   impermeable	   a	   calcio,	   generando	   un	  
gradiente	   entre	   la	   concentración	   de	   calcio	   extracelular	   de	   más	   de	   1mM	   y	   la	  	  
intracelular	   del	   orden	   de	   100nM.	   Esta	   diferencia	   de	   concentración	   junto	   con	   la	  
diferencia	  de	  potencial	   existente	  en	   la	  membrana	  plasmática,	   permite	   la	   entrada	  de	  
calcio	  desde	  el	  exterior	  celular	  a	  favor	  de	  gradiente	  a	  través	  de	  diferentes	  canales	  de	  
calcio	   situados	   en	   la	   membrana	   plasmática.	   Estos	   canales	   de	   calcio	   permanecen	  
abiertos	   durante	   periodos	   de	   tiempo	   de	   milisegundos,	   aunque	   es	   suficiente	   para	  
provocar	   incrementos	   significativos	   en	   la	   concentración	   citosólica	   de	   calcio,	  
especialmente	  en	  la	  boca	  interna	  de	  los	  canales	  donde	  se	  generan	  microdominios	  de	  
alto	  calcio.	  
La	   cantidad	   y	   tipos	   de	   canales	   que	   se	   expresan	   en	   la	   membrana	   plasmática	   son	  
específicos	  del	  tipo	  celular	  y	  del	  estado	  de	  desarrollo	  del	  mismo.	  Así,	  la	  distribución	  de	  
los	  canales	  en	   la	  membrana	  plasmática	  es	   inherente	  al	   tipo	  y	   función	  de	   la	  célula	  en	  
que	  se	  encuentra,	  siendo	  no	  homogénea	  a	  lo	  largo	  de	  la	  membrana	  plasmática.	  	  	  
Los	  canales	  de	  calcio	  que	  podemos	  encontrar	  en	  la	  membrana	  plasmática	  se	  agrupan	  
en	   cuatro	   	   familias:	   canales	   operados	   por	   voltaje	   (VOCs),	   canales	   operados	   por	  
receptor	  (ROCs),	  canales	  operados	  por	  depósitos	  intracelulares	  (SOCs)	  y	  la	  superfamilia	  
de	  los	  TRPs	  (Transient	  Receptor	  Potencial).	  
1.2.1.1 Canales operados por voltaje (VOCs) 
Los	   canales	   de	   calcio	   operados	   por	   voltaje	   se	   encuentran	   en	   células	   excitables	  
(musculares,	   endocrinas	   y	   nerviosas),	   donde	   actúan	   transduciendo	   las	   señales	  
eléctricas	  a	  respuestas	  bioquímicas.	  Cuando	  la	  célula	  se	  despolariza	  en	  respuesta	  a	  un	  
estímulo,	   los	  VOCs	   se	  abren	  y	  permiten	   la	  entrada	  de	  calcio	  al	   	   interior	  de	   la	  misma	  
desencadenando	   diferentes	   procesos	   como	   la	   expresión	   de	   genes,	   la	   contracción,	   la	  
secreción	   o	   la	   neurotransmisión.	   Estos	   canales	   están	   formados	   por	   una	   subunidad	  
principal,	  α1,	  que	  actúa	  como	  sensor	  de	  voltaje	  y	  forma	  el	  poro	  así	  como	  por	  diversas	  
subunidades	  reguladoras	  como	  la	  subunidad	  β,	   las	  subunidades	  α2	  y	  δ	  (glicosiladas	  y	  
unidas	  por	  puentes	  disulfuro)	  y	  la	  subunidad	  transmembrana	  γ	  (Catterall,	  2011).	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Figura	  1:	  Estructura	  general	  de	  los	  canales	  de	  calcio	  operados	  por	  voltaje	  donde	  se	  visualizan	  sus	  
diferentes	  subunidades.	  (Catterall,2011)	  
Los	   canales	   operados	   por	   voltaje	   se	   han	   clasificado	   atendiendo a sus propiedades 
biofísicas y farmacológicas	  en	  tres	  subfamilias	  Cav1,	  Cav2,	  Cav3	  (Ertel	  et	  al.,	  2000):	  
• Subfamilia	  Cav1:	  Esta	  familia	  está	  formada	  por	  cuatro	  miembros	  denominados	  
Cav1.1,	   Cav1.2,	   Cav1.3	   y	   Cav1.4.	   Estos	   canales	   se	   expresan	   en	   músculo	  
esquelético	   y	   cardiaco	   así	   como	   en	   células	   endocrinas	   y	   neuronas.	   Conducen	  
corrientes	   de	   tipo	   L,	   que	   se	   activan	   a	   un	   voltaje	   alto	   (-­‐30mV)	   	   y	   tienen	   una	  
conductancia	  e	   inactivación	   lenta.	   Los	   canales	  de	  esta	   familia	   son	   inactivados	  
por	  dihidropiridinas,	  fenilalquilaminas	  y	  benzotiacepinas	  (Reuter,	  1979).	  	  
• Subfamilia	   Cav2:	   Familia	   formada	   por	   tres	   miembros.	   Se	   expresan	  
generalmente	  en	  el	  sistema	  nervioso	  donde	  se	  encargan	  de	  transmitir	  la	  señal	  
sináptica.	   Conducen	   corrientes	   de	   tipo	   N,	   P/Q	   y	   R,	   que	   necesitan	   una	   alta	  
despolarización	  para	  ser	  activadas,	  al	  igual	  que	  la	  familia	  Cav1,	  aunque	  en	  este	  
caso	  son	  bloqueados	  por	  neurotoxinas	  peptídicas	  en	  lugar	  de	  dihidropiridinas.	  
Los	   canales	   Cav2.1	   conducen	   corrientes	   de	   tipo	   P/Q	   y	   se	   inhiben	   por	   ω-­‐
agatoxina	   IVA	   (Llinás	  et	   al.,	   1989).	   Los	   canales	  Cav2.2	   conducen	   corrientes	  de	  
tipo	   N	   y	   son	   inhibidos	   con	   ω-­‐conotoxina	   (Olivera	   et	   al.,	   1994).	   Los	   canales	  
Cav2.3	   conducen	   corrientes	   tipo	   R	   y	   son	   inhibidos	   por	   una	   toxina	   peptídica	  
procedente	  de	  tarántulas	  denominada	  SNX-­‐428	  (Newcomb	  et	  al.,	  1998).	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• Subfamilia	  Cav3:	  Familia	  formada	  por	  tres	  miembros	  que	  conduce	  corrientes	  de	  
tipo	  T	  caracterizadas	  por	  activarse	  a	  potenciales	  de	  membrana	  bajos	  (-­‐60mV),	  y	  
por	   tener	   una	   inactivación	   rápida	   y	   una	   baja	   conductancia.	   	   Se	   expresan	   en	  
muchos	  tipos	  celulares,	  donde	  controlan	  el	  potencial	  de	  acción	  y	   los	  patrones	  
repetitivos.	   Son	   inhibidos	   únicamente	   por	   la	   toxina	   de	   escorpión	   kurtoxina	  
(Chuang	  et	  al.,	  1998).	  
1.2.1.2 Canales operador por receptor (ROCs) 
	  Los	  canales	  de	  calcio	  operados	  por	  receptor	  son	  activados	  por	   la	  unión	  de	  agonistas	  
extracelulares	  a	  	  su	  receptor,	  que	  puede	  ser	  el	  propio	  canal,	  o	  bien	  estar	  unido	  a	  este.	  
El	   proceso	   de	   señalización	   puede	   producirse	   de	   forma	   indirecta,	   a	   través	   de	   una	  
despolarización	  de	   la	  membrana	  plasmática	  al	  permear	  diferentes	   iones,	  o	  de	   forma	  
directa	   permitiendo	   la	   entrada	   de	   Ca2+	   a	   través	   del	   canal.	   En	   este	   grupo	   de	   canales	  
podemos	  encontrar	  el	  canal	  de	  cationes	  asociado	  al	  receptor	  de	  ATP	  P2X,	  el	  receptor	  	  
nicotínico	  de	  acetilcolina	  y	   los	  canales	  asociados	  a	  receptores	  de	  N-­‐metil-­‐D-­‐aspartato	  
(NMDA).	  
• La	   familia	   de	   canales	   asociados	   al	   receptor	   de	   ATP	   P2X,	   o	   receptores	  
purinérgicos,	  está	  formada	  por	  siete	  miembros,	  que	  se	  distribuyen	  en	  el	  tejido	  
neuronal,	   muscular	   y	   sanguíneo.	   Son	   activados	   por	   un	   incremento	   de	   ATP	  
extracelular	  que	  provoca	  la	  entrada	  de	  Ca2+	  y	  Na+	  en	  la	  célula	  que	  despolariza	  la	  
membrana	   plasmática.	   Está	   formado	   por	   tres	   subunidades	   homo	   o	  
heteroméricas	   de	   las	   que	   dependen	   sus	   características,	   permitiendo	   mediar	  
respuestas	  rápidas	  como	  la	  transmisión	  sináptica	  o	  lentas	  como	  la	  coagulación	  
sanguínea	  (Vial	  et	  al.,	  2004;	  Roberts	  et	  al.,	  2006).	  
• El	   receptor	   nicotínico	   de	   acetilcolina,	   activado	   por	   nicotina	   o	   acetilcolina	  
(nAChRs)	  es	  altamente	  permeable	  a	  Ca2+.	  Esta	  permeabilidad	  depende	  en	  gran	  
medida	   de	   las	   diferentes	   subunidades	   que	   forman	   el	   canal,	   que	   varían	   en	  
función	  del	  tejido.	  En	  el	  tejido	  nervioso,	  se	  encarga	  de	  transmitir	  señales	  en	  las	  
uniones	   neuromusculares	   o	   en	   la	   sinapsis,	   así	   como	   de	   liberar	  
neurotransmisores	   como	   acetilcolina,	   glutamato	   y	   noradrenalina	   (Dajas-­‐
Bailador	  &	  Wonnacott,	  2004).	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Figura	  2:	  Estructura	  del	  receptor	  nicotínico	  de	  acetilcolina.	  (PDB	  2BG9).	  
• Por	  último,	  los	  canales	  asociados	  a	  receptores	  NMDA	  permanecen	  bloqueados	  
por	   Mg2+	   a	   valores	   normales	   de	   potencial	   de	   membrana	   por	   lo	   que	   su	  
activación	  por	   glutamato	   es	   dependiente	  de	  potencial.	   El	   canal	   está	   formado	  
por	   un	   heterotetramero	   que	   contiene	   dos	   subunidades	   GluN1	   y	   dos	   GluN2.	  
Cuando	  se	  activa	  permite	  el	  paso	  de	  Ca2+	  y	  de	  Na+.	  El	  flujo	  de	  calcio	  a	  través	  del	  
canal	  es	  fundamental	  en	  la	  plasticidad	  sináptica,	   implicada	  en	  la	  memoria	  y	  el	  
aprendizaje	  (Traynelis	  et	  al.,	  2010).	  
1.2.1.3 Canales operados por depósitos intracelulares (SOCs) 
Los	   canales	   operados	   por	   depósitos	   intracelulares	   producen	   la	   entrada	   de	   calcio	   del	  
medio	   extracelular	   en	   respuesta	   a	   una	   liberación	   de	   calcio	   de	   los	   depósitos,	  
principalmente	  del	  retículo	  sarco-­‐endoplásmico.	  Esta	  liberación	  de	  calcio	  disminuye	  su	  
concentración	  en	  el	  retículo	  	  y	  estimula	  la	  entrada	  del	  catión	  a	  través	  de	  estos	  canales	  
con	  el	  fin	  de	  rellenar	  dichos	  depósitos.	  Esta	  corriente	  se	  denomina	  ICRAC	  (Ca2+	  release-­‐
activated	  Ca2+	  current;	  Hot	  &	  Penner,	  1992)	  y	  está	  presente	  en	  muchos	  tipos	  celulares.	  
La	   entrada	   capacitativa	   de	   calcio	   promovida	   por	   el	   vaciado	   de	   los	   depósitos	   se	   ha	  
denominado	  SOCE	  (store-­‐operated	  calcium	  entry;	  Montero	  et	  al.,	  1993)	  y	  es	  activada	  
por	  la	  liberación	  de	  calcio	  del	  retículo	  sarco-­‐endoplásmico	  en	  respuesta	  a	  la	  unión	  del	  
Inositol-­‐1,4,5-­‐trifosfato	   (IP3)	   a	   su	   receptor	   o	   a	   la	   activación	   de	   los	   receptores	   de	  
rianodina	  por	  el	  propio	  calcio	  citosólico	  (Parekh	  &	  Putney,	  2005).	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Las	   proteínas	   implicadas	   en	   SOCE	   han	   sido	   descubiertas	   en	   los	   últimos	   10	   años	  
mediante	   el	   uso	  de	  RNA	  de	   interferencia.	   El	   canal	   que	  permite	   la	   entrada	  de	   calcio,	  
desde	   el	   exterior	   celular,	   está	   formado	   por	   la	   proteína	   Orai1	   y	   el	   sensor	   de	   calcio	  
situado	   dentro	   del	   retículo	   sarco-­‐endoplásmico	   conocido	   como	   STIM.	   Cuando	   el	  
retículo	   sarco-­‐endoplásmico	   está	   lleno	   de	   calcio,	   Orai1	   y	   STIM	   	   se	   encuentran	  
repartidas	  por	  las	  membranas	  plasmática	  y	  del	  retículo,	  respectivamente.	  Si	  el	  retículo	  
se	   vacía,	   	   las	   proteínas	   STIM	   se	   agregan	   y	  migran	   hacia	   zonas	   de	   contacto	   entre	   la	  
membrana	   plasmática	   y	   el	   retículo	   sarco-­‐endoplásmico	   donde	   se	   unen	   a	  Orai1	   para	  
permitir	  la	  entrada	  de	  calcio.	  Durante	  la	  situación	  de	  reposo,	  STIM	  se	  encuentra	  unida	  
a	   calcio	   del	   retículo,	   lo	   que	   impide	   	   su	   agregación	   y	   migración	   hacia	   la	   membrana	  
plasmática.	   	   Cuando	   el	   retículo	   sarco-­‐endoplásmico	   se	   ha	   depletado,	   STIM	   se	  
reorganiza	   para	   unirse	   a	   Orai1	   permitiendo	   así	   la	   entrada	   de	   calcio	   	   al	   citosol	   para	  
posteriormente	  rellenar	  de	  calcio	  	  el	  retículo	  	  (Cahalan,	  2009;	  Soboloff	  et	  al.,	  2012).	  
	  
Figura	  3:	  Modelo	  de	  la	  interacción	  molecular	  entre	  STIM1	  y	  Orai1	  en	  respuesta	  a	  un	  vaciado	  de	  calcio	  del	  
retículo	  endoplásmico	  (Soboloff	  et	  al.,	  2012)	  
La	  proteína	  TRPC,	  perteneciente	  a	  la	  familia	  TRP	  que	  veremos	  a	  continuación,	  juega	  un	  
papel	  importante	  en	  la	  entrada	  de	  calcio	  capacitativa,	  pero	  con	  una	  corriente	  diferente	  
de	  la	  originada	  por	  las	  proteínas	  STIM	  y	  Orai1,	  en	  este	  caso	  la	  corriente	  se	  denomina	  
ISOC	   (store	  operated	  Ca2+	  current)	  y	  está	  caracterizada	  por	  su	  baja	  o	  nula	  selectividad	  
por	   calcio.	   Las	   proteínas	   TRPC	   forman	   combinaciones	   heteroméricas	   con	  Orai1	   para	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unirse	   a	   STIM	  y	   generar	  esas	   corrientes	  operadas	  por	  depósitos	   (Smyth	  et	   al.,	   2006;	  
Albarrán	  et	  al.,	  2014).	  
1.2.1.4 Canales de la superfamilia de los TRP 
La	   superfamilia	   de	   los	   canales	   TRP	   está	   formada	   por	   un	   grupo	   heterogéneo	   de	   28	  
miembros.	   Son	   activados	   por	   una	   gran	   variedad	   de	   estímulos	   como	   temperatura,	  
presión,	   osmolaridad,	   sustancias	   químicas	   e	   interacciones	   proteicas.	   La	   estructura	  
general	  de	  los	  miembros	  de	  esta	  familia	  son	  seis	  hélices	  transmembrana	  ensambladas	  
para	   formar	   homo	   o	   heterotetrámeros.	   También	   poseen	   regiones	   susceptibles	   a	  	  
fosforilación,	   repeticiones	   de	   anquirina	   y/o	   una	   región	   altamente	   conservada	  
denominada	   dominio	   TRP.	   Esta	   superfamilia	   se	   encuentra	   dividida	   en	   siete	   familias;	  
TRPC,	  TRPM,	  TRPV,	  TRPA,	  TRPP,	  TRPML	  y	  TRPN.	  Nos	  centraremos	  en	  las	  tres	  primeras	  
debido	  a	  su	  mayor	  selectividad	  catiónica	  (Montell	  et	  al.,	  2002a-­‐b).	  
• Subfamilia	  TRPC	  (canónicos),	  formada	  por	  siete	  isoformas	  posee	  el	  dominio	  TRP	  
y	  cuatro	  repeticiones	  de	  anquirina.	  Están	  ampliamente	  expresados	  en	  diversos	  
tejidos	  y	  	  su	  selectividad	  por	  calcio	  es	  dependiente	  de	  la	  isoforma.	  El	  miembro	  
TRPC1	  está	  implicado	  en	  la	  entrada	  de	  calcio	  capacitativa	  al	  unirse	  a	  STIM	  para	  
permitir	   la	   entrada	   de	   calcio	   en	   respuesta	   a	   un	   vaciado	   de	   los	   depósitos	  
intracelulares,	  como	  se	  ha	  descrito	  anteriormente	  (Smyth	  et	  al.,	  2006;	  Albarrán	  
et	  al.,	  2014).	  La	  entrada	  de	  calcio	  también	  puede	  ser	  activada	  por	  la	  cascada	  de	  
la	   fosfolipasa	   C	   (PLC)	   independientemente	   de	   las	   corrientes	   de	   calcio	  
intracelular	  (Nilius	  et	  al.,	  2011).	  	  
• Subfamilia	  TRPV	  (vainilloides)	  formada	  por	  seis	  isoformas	  de	  las	  cuales	  TRPV5	  y	  
TRPV6	   presentan	   mayor	   afinidad	   por	   calcio.	   Estructuralmente,	   contienen	  
cuatro	  repeticiones	  de	  anquirina	  pero	  han	  perdido	  el	  dominio	  TRP.	  Se	  expresan	  
de	   forma	   ubicua,	   especialmente	   en	   terminales	   nerviosos	   periféricos.	   Están	  
implicados	   en	   la	   nocicepción	   activándose	   por	   capsaicina,	   anandamida,	  
temperatura	  (T≥43°C)	  o	  acidez	  (pH≤5.9)	  (Venkatachalam	  et	  al.,	  2007).	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• Subfamilia	   TRPM	   (melastatina),	   formada	   por	   8	   isoformas	   han	   perdido	   las	  
repeticiones	  de	  anquirina	  pero	  incluyen	  proteínas	  funcionales	  completas	  en	  el	  
extremo	  C	   terminal	   como	  kinasas	  o	  ADP	  ribosa.	   La	  permeabilidad	  por	  Ca2+	  es	  
dependiente	   de	   la	   isoforma	   llegando	   a	   ser	   completamente	   impermeable	   al	  
catión	   en	   el	   caso	   de	   TRPM4	   y	   5	   o	   muy	   permeable	   como	   TRPM6	   y	   7.	   Las	  
funciones	   en	   las	   que	   se	   encuentran	   implicados	   los	  miembros	   de	   esta	   familia	  
son	  muy	  diversas:	  regulación	  de	  las	  oscilaciones	  de	  calcio	  tras	  la	  activación	  de	  
células	   T,	   transducción	   del	   sabor	   o	   la	   sensación	   de	   frio	   y	   regulación	   de	   la	  
adhesión	  celular	  (Kraft	  et	  al.,	  2005).	  
	  
Figura	  4:	  Organización	  de	  los	  diferentes	  dominios	  en	  ciertos	  miembros	  de	  las	  familias	  TRPC,	  TRPV	  y	  
TRPM	  	  (Montell	  et	  al.,	  2002b).	  
1.2.2 Liberación de calcio desde los depósitos intracelulares 
Como	  se	  ha	  mencionado	  anteriormente,	  el	  aumento	  de	  la	  concentración	  citosólica	  de	  
calcio,	   producido	   ante	   un	   estímulo,	   no	   solo	   se	   debe	   a	   la	   entrada	   de	   calcio	   desde	   el	  
medio	   extracelular,	   sino	   a	   que	   la	   salida	   de	   calcio	   desde	   los	   depósitos	   intracelulares	  
también	  promueve	  este	  aumento	  en	  la	  concentración	  citosólica	  del	  ión.	  
El	   retículo	   sarco-­‐endoplásmico	   es	   el	   principal	   deposito	   de	   calcio	   intracelular.	   La	  
concentración	   de	   calcio	   libre	   dentro	   de	   este	   orgánulo	   puede	   llegar	   a	   ser	   de	   500	   a	  
2000µM,	   dependiendo	   del	   tipo	   celular.	   Una	   parte	   importante	   del	   calcio	   que	   se	  
encuentra	   en	   el	   retículo	   está	   unido	   a	   proteínas	   como	   calreticulina	   o	   calsecuestrina	  
(Montero	  et	  al.,	  1997,	  De	  la	  Fuente	  et	  al.,	  2013).	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La	   salida	   de	   calcio	   desde	   el	   retículo	   endoplásmico	   se	   encuentra	   regulada	   por	   los	  
receptores	  de	  IP3	  y	  de	  rianodina	  (RyR).	  
1.2.2.1 Receptor de IP3 (IP3R) 
Se	   conocen	   tres	   genes	   que	   codifican	   para	   el	   receptor	   de	   IP3	   en	   mamíferos	   (IP3R1,	  
IP3R2,	   IP3R3),	   además	   de	   diferentes	   variantes	   generadas	   por	   procesamiento	  
alternativo.	  El	  receptor	  está	  formado	  por	  tetrámeros	  de	  unos	  2700	  aminoácidos	  cada	  
subunidad.	  Este	  canal	  catiónico	  de	  alta	  conductancia	  tiene	  baja	  selectividad	  para	  calcio	  
que	  queda	  compensada	  	  al	  ser	  el	  calcio	  el	  único	  catión	  que	  se	  encuentra	  en	  el	  interior	  
del	   retículo	   sarco-­‐endoplásmico	   con	   un	   gradiente	   electroquímico	   significativo	  
(Mikoshiba	  et	  al.,	  2007).	  
La	   fosfolipasa	   C	   se	   activa	   en	   presencia	   de	   un	   agonista	   a	   través	   de	   proteínas	   G,	   e	  
hidroliza	   el	   fosfatidilinositol-­‐4,5-­‐bisfosfato	   generando	   IP3	  y	   diacilglicerol	   en	   el	   citosol.	  
Este	   IP3	   se	   	   une	   a	   su	   receptor,	   situado	   en	   la	   membrana	   del	   retículo	   endoplásmico,	  
provocando	  la	  salida	  de	  calcio	  del	  depósito.	  Es	  necesaria	  la	  unión	  de	  dos	  moléculas	  de	  
IP3	  al	  receptor	  para	  activarlo	  aunque	  la	  unión	  de	  calcio	  también	  es	  necesaria	  para	  que	  
el	   canal	   se	  abra	  completamente.	  El	   calcio	   tiene	  una	  acción	  bifásica	   sobre	  el	   canal	  ya	  
que	   a	   concentraciones	   bajas	   (hasta	   1µM)	   lo	   activa	   y	   a	   concentraciones	   mayores	   lo	  
inhibe.	  La	  activación	  por	  calcio	  del	  IP3R	  constituye	  un	  mecanismo	  conocido	  	  como	  CICR	  
(Ca2+-­‐induced	   Ca2+-­‐release)	   descrito	   inicialmente	   en	   los	   receptores	   de	   Rianodina	  
(Taylor	  &	  Laude,	  2002).	  
Este	   receptor	   puede	   ser	   modulado	   por	   otras	   vías	   como	   la	   fosforilación	   de	   la	  
calmodulina,	   la	   proteína	   quinasa	   dependiente	   de	   monofosfato	   de	   guanosina	   cíclico	  
(GMPc),	   la	   proteína	   quinasa	   C	   o	   la	   proteína	   quinasa	   A.	   Las	   sustancias	   como	   el	   2-­‐
aminoetil	   difenilbonato	   (2-­‐APB),	   la	   heparina	   y	   las	   xestosponginas	   producen	   una	  
disminución	  de	  su	  actividad	  (Worley	  et	  al.,	  1987;	  Gafni	  et	  al.,	  1997;	  Maruyama	  et	  al.,	  
1997).	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Figura	   5:	   Modelo	   de	   activación	   del	   IP3R.	   Este	   esquema	   muestra	   únicamente	   dos	   subunidades	   del	  
receptor	  en	  su	  estado	  cerrado	  (a).	  La	  región	  supresora	  N-­‐terminal	  mantiene	  el	  poro	  cerrado	  al	  
asociarse	  con	  el	  	  controlador	  de	  la	  subunidad	  vecina.	  Cuando	  el	  IP3	  se	  une	  (b)	  la	  asociación	  entre	  
la	   subunidad	   supresora	   y	   el	   controlador	   se	   elimina	   generando	   un	   lugar	   de	   unión	   a	   calcio	   y	  
dejando	  el	  poro	  libre	  para	  el	  paso	  del	   ion.	  En	  ausencia	  de	  IP3	  (c)	   la	  calmodulina	  unida	  a	  calcio	  
impide	   la	  apertura	  del	   canal	   al	   estabilizar	   la	  unión	  entre	   la	   región	   supresora	   y	   el	   controlador	  
(Taylor	  et	  al.,	  2004).	  
	  
1.2.2.2 Receptor de rianodina (RyR) 
Existen	   tres	   isoformas	   para	   el	   receptor	   de	   rianodina	   (RyR1,	   RyR2	   y	   RyR3).	   RyR1	   se	  
expresa	  en	  músculo	  esquelético	  y	   fue	   la	   	  primera	  en	  ser	  clonada,	  RyR2	  se	  encuentra	  
principalmente	   en	   músculo	   cardiaco	   y	   RyR3	   en	   tejido	   nervioso.	   El	   receptor	   está	  
formado	  por	  homotetrámeros	  cuyas	  subunidades	  poseen	  5000	  aminoácidos	  (Petegem,	  
2012).	  
En	  la	  isoforma	  muscular	  (RyR1),	  la	  activación	  se	  produce	  por	  un	  acoplamiento	  directo	  
entre	   el	   receptor	   de	   rianodina	   y	   el	   canal	   Cav1.1	   de	   la	   membrana	   plasmática.	   La	  
despolarización	  de	  la	  membrana	  plasmática	  se	  transmite	  al	  interior	  celular	  a	  través	  de	  
los	   túbulos	   T.	   Esto	   genera	   un	   cambio	   conformacional	   en	   los	   canales	   Cav1.1,	   que	  	  	  	  
induce	   la	  activación	  del	  RyR1	  a	  través	  de	  una	   interacción	  física	  con	  el	  mismo	  (Rios	  &	  
Brum,	  1987;	  Fill	  &	  Copello,	  2002).	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Figura	  6:	  Esquema	  del	  entorno	  del	  receptor	  de	  rianodina	  en	  musculo	  esquelético.	  El	  túbulo	  T	  (T-­‐TUBE)	  
contiene	  tétradas	  del	  receptor	  Cav1.1	  (TETRAD)	  asociadas	  al	  receptor	  de	  rianodina	  (RyR1).	  Los	  
cambios	  de	  voltaje	  en	  el	  túbulo	  T	  activan	  el	  canal	  de	  dihidropiridinas	  produciendo	  la	  entrada	  de	  
calcio	   a	   través	   del	   canal	   y	   una	  modificación	   conformacional	   que	   activa	   el	   canal	   de	   rianodina	  
provocando	  la	  salida	  de	  calcio	  del	  retículo	  sarcoplásmico	  (SR).(Fill	  &	  Copello,2002)	  
La	  isoforma	  cardiaca	  (RyR2)	  se	  	  activa	  por	  calcio	  citosólico	  mediante	  el	  fenómeno	  CICR	  
mencionado	   anteriormente.	   La	   activación	   de	   los	   canales	   de	   Ca2+	   de	   los	   túbulos	   T	  
produce	  una	  entrada	  de	  Ca2+	  al	   citosol	  que	  activa	   los	  RyR2.	  El	   calcio	  actúa	  de	   forma	  
bifásica	   activando	  el	   canal	   a	  bajas	   concentraciones	  e	   inhibiéndolo	   a	   concentraciones	  
superiores	  a	  100µM.	  Las	  diferencias	  de	  afinidad	  encontradas	  en	  los	  diferentes	  sitios	  de	  
unión	  a	  calcio	  en	  el	  RyR2	  facilitan	  este	  comportamiento	  bifásico.	  El	  receptor	  también	  
es	   capaz	   de	   detectar	   la	   concentración	   de	   calcio	   existente	   en	   el	   interior	   del	   retículo	  
sarco-­‐endoplásmico,	  que	  promueve	  la	  	  apertura	  	  del	  canal	  y	  la	  salida	  de	  calcio	  cuando	  
es	  muy	  elevada	  (Endo	  et	  al.,	  1970,	  Palade	  et	  al.,	  1983).	  
La	   calmodulina	   inhibe	   el	   RyR1,	   mientras	   que	   la	   apocalmodulina	   (forma	   no	   unida	   a	  
calcio)	   activa	   todas	   las	   isoformas	   del	   receptor.	   La	   calsecuestrina	   también	   regula	   la	  
actividad	  del	  receptor	  al	  ser	  el	  tampón	  de	  calcio	  más	  importante	  del	  lumen	  del	  retículo	  
sarcoplásmico	  (Yamaguchi	  et	  al.,	  2005).	  	  
Otros	  compuestos	   implicados	  en	  la	  regulación	  del	  receptor	  son	  el	  Mg2+	  y	  el	  ATP,	  que	  
actúan	  como	   inhibidor	  y	  activador	   respectivamente.	  El	  Mg2+	   compite	  con	  el	  Ca2+	  por	  
los	   sitios	   de	   alta	   afinidad	   inhibiendo	   así	   ciertas	   isoformas	   del	   receptor	   (Laver	   DR.,	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2007).	   Por	   otro	   lado,	   la	   cafeína,	   la	   rianodina	   y	   la	   procaína,	  modulan	   el	   receptor	   de	  
rianodina	   incrementando	   la	   probabilidad	   de	   apertura	   del	   canal.	   La	   rianodina	   a	  
concentraciones	   submicromolares	   promueve	   el	   estado	   abierto	   mientras	   que	   a	  
concentraciones	  superiores	   favorece	  el	  estado	  cerrado	  (Buck	  et	  al.,	  1992).	  La	  cafeína	  
incrementa	   tanto	   la	   probabilidad	   de	   apertura	   como	   el	   tiempo	   de	   la	   misma	  
potenciando	   la	   afinidad	   del	   receptor	   por	   el	   ATP	   y	   el	   Ca2+	  (Rousseau	   et	   al.,	   1988).	   La	  
procaína	  inhibe	  los	  receptores	  de	  rianodina	  al	  unirse	  al	  receptor	  en	  su	  estado	  cerrado	  y	  
estabilizarlo	  (Zahradníková	  &	  Palade,	  1993).	  
1.3 Recuperación de los niveles basales de calcio citosólico 
Tras	  la	  activación	  celular	  es	  necesario	  recuperar	  los	  niveles	  basales	  de	  calcio	  citosólico	  
para	   poder	   dar	   respuesta	   al	   siguiente	   estímulo.	   Para	   conseguirlo	   se	   saca	   parte	   del	  
calcio	   al	   medio	   extracelular	   mediante	   los	   sistemas	   de	   bombeo	   de	   la	   membrana	  
plasmática	  y	  se	  rellenan	  los	  depósitos	  intracelulares.	  	  
La	   célula	   cuenta	   con	   tres	   mecanismos	   de	   bombeo	   básicos	   para	   poder	   realizar	   esta	  
tarea:	   la	   ATPasa	   de	   membrana	   plasmática	   (PMCA),	   la	   ATPasa	   de	   retículo	   sarco-­‐
endoplásmico	  (SERCA)	  y	  el	  intercambiador	  Na+/Ca2+	  de	  la	  membrana	  plasmática	  (NCX).	  
Las	   ATPasas	   tienen	   menor	   tasa	   de	   transporte	   pero	   mayor	   afinidad	   que	   el	  
intercambiador	  por	  lo	  que	  son	  capaces	  de	  responder	  a	  variaciones	  pequeñas	  de	  calcio	  
manteniendo	  los	  niveles	  de	  calcio	  citosólico	  en	  torno	  a	  100nM	  en	  reposo.	  	  
1.3.1 ATPasa de membrana plasmática (PMCA) 
La	  ATPasa	  de	  membrana	  plasmática,	  descrita	  por	  primera	  vez	  en	  1966	  en	  eritrocitos	  
(Schatzman,	  1966),	  es	  una	  ATPasa	  tipo	  P	  capaz	  de	  transportar	  Ca2+	  desde	  el	  citoplasma	  
al	   exterior	   celular	   hidrolizando	   una	  molécula	   de	   ATP	   y	   generando	   un	   intermediario	  
fosforilado	   estable	   en	   medio	   ácido.	   Este	   transporte	   electrogénico	   tiene	   una	  
estequiometria	  1:1	  (Mangialavori	  et	  al.,	  2013).	  En	  humanos	  la	  proteína	  esta	  codificada	  
por	  cuatro	  genes	  que	  a	  su	  vez	  generan	  diferentes	   isoformas	   las	  cuales	  se	  distribuyen	  
en	  todos	  los	  tejidos.	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La	   PMCA	   está	   formada	   por	   10	   dominios	   transmembrana,	   con	   dos	   grandes	   bucles	  
intracelulares,	  uno	  con	  un	  dominio	  de	  unión	  a	  fosfolipidos	  y	  el	  otro	  con	  un	  dominio	  de	  
unión	   a	   ATP.	   El	   extremo	   C	   terminal	   posee	   un	   sitio	   de	   unión	   a	   calmodulina	   y	   zonas	  
sensibles	  a	  fosforilación,	  por	  lo	  que	  esta	  región	  actúa	  como	  regulador	  (Brini	  &	  Carafoli,	  
2011;	  Bruce,	  2013).	  
	  
Figura	  7:	  Esquema	  de	  las	  estructuras	  principales	  de	  la	  PMCA	  en	  condiciones	  de	  concentración	  de	  calcio	  
citosólico	  basal	  (A)	  y	  alto	  (B).	  Cuando	  la	  concentración	  de	  calcio	  aumenta	  la	  calmodulina	  unida	  
a	  calcio	  se	  une	  al	  dominio	  autoinhibitorio	  de	  unión	  a	  calmodulina	  dejando	  el	  dominio	  catalítico	  
de	  unión	  a	  ATP	   libre	  y	  activando	  el	  transporte	  activo	  de	  calcio	  hacia	  el	  exterior	  celular	  (Bruce,	  
2013).	  	  
1.3.2 ATPasa de retículo sarco-endoplásmico (SERCA) 
La	  ATPasa	  de	  retículo	  sarco-­‐endoplásmico	  rellena	  los	  depósitos	  intracelulares	  de	  calcio	  
a	  través	  de	  la	  hidrólisis	  de	  ATP.	  Al	  igual	  que	  la	  PMCA	  es	  una	  ATPasa	  de	  tipo	  	  P	  pero	  en	  
este	   caso	   la	   estequiometria	   es	   1:2	   por	   cada	  molécula	   de	  ATP	   hidrolizada	   transporta	  
dos	  iones	  calcio	  al	  interior	  del	  retículo	  (Bublitz	  et	  al.,	  2013).	  
Existen	  tres	  genes	  que	  codifican	  para	  SERCA	  en	  humanos,	  aunque	  en	  total	  se	  cuenta	  
con	   diez	   isoformas	   generadas	   por	   procesamiento	   alternativo,	   que	   se	   expresan	   de	  
forma	   dependiente	   de	   tejido.	   Estructuralmente	   la	   ATPasa	   de	   retículo	   posee	   10	  
dominios	   transmembrana,	   tres	   dominios	   citoplasmáticos	   (dominio	   de	   unión	   a	  
fosfolipidos,	   dominio	   de	   unión	   a	   ATP	   y	   dominio	   susceptible	   de	   fosforilación)	   	   y	   un	  
pequeño	  bucle	  luminal	  (Toyoshima,	  2008).	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La	   regulación	  de	   esta	   bomba	  está	   controlada	  por	   dos	   proteínas,	   el	   fosfolamban	   y	   la	  
sarcolipina.	   El	   fosfolamban	   inhibe	   la	   SERCA	   disminuyendo	   su	   afinidad	   por	   el	   Ca2+	  
citosólico,	   proceso	   que	   se	   revierte	   al	   ser	   fosforilado	   por	   la	   proteína	   quinasa	   II	  
dependiente	  de	  calmodulina	  o	  por	  la	  proteína	  quinasa	  A	  (MacLennan	  &	  Kranias,	  2003).	  	  
La	  sarcolipina	  actúa	  de	  forma	  similar	  al	  fosfolamban	  y	  su	  acción	  conjunta	  genera	  una	  
inhibición	   superior.	   Por	  otro	   lado,	   la	   SERCA	  puede	   ser	   inhibida	  de	   forma	   irreversible	  
por	   thapsigargina,	   o	   de	   forma	   reversible	   por	   BHQ	   (2,5-­‐di(terbutil)-­‐1,4-­‐
benzohidroquinona)	  (Moore	  et	  al.,	  1987;	  Inesi	  &	  Sagara,	  1992).	  
1.3.3 Intercambiador Na+/Ca2+ (NCX) 
EL	  intercambiador	  Na+/Ca2+	  de	  la	  membrana	  plasmática	  es	  fundamental	  en	  las	  células	  
excitables	  donde	  representa	  el	  mayor	  flujo	  de	  salida	  de	  calcio	  al	  medio	  extracelular.	  Su	  
alta	   tasa	   de	   transporte	   hace	   que	   esto	   sea	   posible	   a	   pesar	   de	   	   su	   baja	   afinidad	   por	  
calcio.	  El	   transporte	  se	  realiza	  a	   favor	  del	  gradiente	  electroquímico	  de	  Na+,	  donde	  se	  
introducen	   tres	   iones	   sodio	   por	   cada	   ion	   calcio	   extruido.	   Si	   los	   gradientes	  
electroquímicos	  se	  invierten,	  el	   intercambiador	  puede	  funcionar	  de	  forma	  reversa.	  La	  
activación	  del	  intercambiador	  se	  produce	  al	  unirse	  iones	  calcio	  en	  el	  lado	  citosólico,	  en	  
cambio	  si	  se	  unen	  iones	  Na+	  en	  este	  lado,	  el	  intercambiador	  se	  inhibe	  (Lytton,	  2007).	  
Se	   han	   descrito	   tres	   genes	   responsables	   de	   las	   diferentes	   isoformas	   encontradas	   en	  
humanos,	  las	  cuales	  se	  expresan	  de	  forma	  diferencial	  dependiendo	  del	  tejido.	  NCX1	  se	  
expresa	  de	  forma	  ubicua,	  NCX2	  se	  expresa	  en	  cerebro	  y	  NCX3	  en	  musculo	  esquelético.	  
La	   estructura	   del	   intercambiador	   posee	   9	   dominios	   transmembrana	   y	   un	   bucle	  
citoplasmático	  entre	  ellos,	   lugar	  de	  unión	  de	   los	   iones	  Na+	   y	  Ca2+.	  Aparte	  de	   los	  dos	  
iones,	   existen	   otras	   moléculas	   que	   regulan	   la	   activación	   del	   NCX	   como	   el	   ATP,	   la	  
calcineurina	  y	  la	  proteína	  quinasa	  A	  o	  la	  C	  (Brini	  &	  Carafoli,	  2011).	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1.4 Las mitocondrias y el calcio 
1.4.1 Estructura 
Las	  mitocondrias	  son	  orgánulos	  citoplasmáticos	  limitados	  por	  una	  doble	  membrana.	  Se	  
encuentran	  en	   la	  mayoría	  de	   las	   células	  eucariotas.	   Son	  de	  gran	   importancia	  para	   la	  
célula,	   ya	   que	   se	   encargan	   de	   generar	   la	   energía	   necesaria	   para	   su	   buen	  
funcionamiento.	   Además,	   están	   implicadas	   en	   otras	   funciones	   como	   diferenciación	  
celular,	  señalización,	  muerte	  celular,	  control	  del	  ciclo	  celular	  y	  del	  crecimiento	  celular.	  
Su	  tamaño	  oscila	  entre	  0,5	  y	  1µm	  de	  diámetro	  y	  su	  número	  en	  la	  célula	  es	  muy	  variado	  
dependiendo	   del	   organismo,	   el	   tejido	   y	   el	   tipo	   celular,	   siendo	   los	   glóbulos	   rojos	   el	  
único	  tipo	  celular	  que	  no	  posee	  mitocondrias.	  La	  variabilidad	  de	  su	  forma	  y	  tamaño	  se	  
debe	   a	   la	   gran	   plasticidad	   que	   les	   otorgan	   los	   procesos	   de	   fusión	   y	   fisión	   a	   los	   que	  
están	   sometidas	   para	   poder	   responder	   de	   forma	   eficiente	   a	   los	   requerimientos	  
energéticos	   (Sauvanet	   et	   al.	   2010).	   Las	  mitocondrias	   no	   son	   entidades	   discretas;	   de	  
hecho,	   	   los	   orgánulos	   aislados	   son	   transitorios	   y	   están	   en	   constante	   comunicación	   a	  
través	  de	  mecanismos	  de	  fusión	  y	  fisión	  para	  formar	  sincitios	  localizados	  o	  extendidos	  
dentro	  de	  las	  células,	  constituyendo	  una	  red	  mitocondrial.	  
Las	   mitocondrias	   están	   limitadas	   por	   dos	   membranas,	   la	   membrana	   externa	   	   y	   la	  
membrana	   interna.	   Esta	   compartimentalización	   hace	   posible	   poder	   dividir	   la	  
mitocondria	   en	   cuatro	   partes:	   la	   membrana	   externa,	   el	   espacio	   intermembrana,	   la	  
membrana	  interna	  y	  la	  matriz	  mitocondrial.	  
La	  membrana	  mitocondrial	  externa	   rodea	   toda	   la	  mitocondria	  y	   la	  pone	  en	  contacto	  
con	  el	  citoplasma.	  Está	  formada	  por	  una	  bicapa	   lipídica	  similar	  a	   la	  envoltura	  celular.	  
Contiene	  un	  gran	  número	  de	  proteínas	  denominadas	  VDAC	  (Voltage	  Dependent	  Anion	  
Channel),	   las	  cuales	   forman	  canales	   	  que	  permiten	  el	  paso	  de	  moléculas	  solubles,	  de	  
peso	   inferior	   a	   5kDa,	   que	   pueden	   ser	   iones,	   metabolitos	   o	   polipéptidos	   (Shoshan-­‐
Barmatz	   &	   Ben-­‐Hail,	   2012).	   Las	   proteínas	   de	   mayor	   tamaño	   pueden	   entrar	   en	   la	  
mitocondria	   a	   través	   de	   las	   translocasas,	   a	   las	   que	   se	   unen	   para	   atravesar	   la	  
membrana.	  En	  la	  membrana	  externa	  también	  podemos	  encontrar	  un	  gran	  número	  de	  
enzimas	  implicadas	  en	  la	  elongación	  de	  los	  ácidos	  grasos,	  la	  oxidación	  de	  la	  adrenalina	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o	  la	  degradación	  del	  triptófano.	  Por	  otro	  lado,	  esta	  membrana	  se	  encuentra	  asociada	  a	  
la	  membrana	  del	  retículo	  sarco-­‐endoplásmico	  a	  través	  de	  moléculas	  de	  mitofusina	  2.	  
Esta	   estructura,	   denominada	   MAM	   (mitochondria-­‐associated	   ER-­‐membrane)	   es	  
esencial	  en	  la	  señalización	  por	  calcio	  además	  de	  estar	  implicada	  en	  la	  transferencia	  de	  
lípidos	   entre	   el	   retículo	   sarco-­‐endoplásmico	   y	   la	   mitocondria	   (Hayashi	   et	   al.,	   2009;	  
Patergnani	  et	  al.,	  2011).	  
El	   espacio	   intermembrana,	   comprendido	  entre	   la	  membrana	  externa	  y	   la	   interna,	   es	  
conocido	   como	   espacio	   perimitocondrial	   ya	   que	   posee	   la	   misma	   concentración	   de	  
iones	  y	  azúcares	  que	  el	  citoplasma.	  En	  cambio	  la	  composición	  proteica	  de	  este	  espacio	  
es	  muy	  diferente	  al	  citosol.	  
La	   membrana	   mitocondrial	   interna	   contiene	   un	   gran	   número	   de	   proteínas	   que	  
desempeñan	  diferentes	  funciones	  como	  la	  fosforilación	  oxidativa,	  la	  síntesis	  de	  ATP,	  el	  
transporte	   de	   proteínas	   y	   la	   fisión	   y	   fusión	   mitocondrial;	   es	   prácticamente	  
impermeable	  y	  no	  posee	  grandes	  poros	  como	  la	  membrana	  externa	  mitocondrial.	  Por	  
ello,	   son	   necesarios	   transportadores	   específicos	   para	   que	   los	   iones	   y	   las	   diferentes	  
moléculas	   puedan	   acceder	   a	   la	  matriz	  mitocondrial.	   La	   impermeabilidad	   a	   los	   iones	  
hace	   que	   se	   genere	   un	   potencial	   eléctrico	   entre	   el	   interior	   y	   el	   exterior	   de	   esta	  
membrana	  de	  unos	  -­‐130/-­‐180mV,	  generado	  por	  el	  bombeo	  de	  protones	  de	  la	  cadena	  
transportadora	   de	   electrones.	   En	   la	  membrana	   interna	  mitocondrial	   se	   forman	  unas	  
invaginaciones	  denominadas	  crestas	  mitocondriales,	  que	  aumentan	  la	  superficie	  de	  la	  
misma	  de	  forma	  considerable.	  En	  estas	  crestas	  se	  disponen	  las	  proteínas	  que	  forman	  la	  
cadena	  respiratoria.	  Por	  ello	  el	  número	  de	  crestas	  o	  su	  tamaño	  es	  mayor	  en	  células	  con	  
mayores	  requerimientos	  energéticos	  como	  las	  células	  musculares	  (Mannella,	  2006)	  
La	  matriz	  mitocondrial	  contiene	  la	  mayor	  parte	  de	  las	  proteínas	  mitocondriales	  y	  es	  la	  
responsable	  del	  ciclo	  de	  Krebs.	  La	  matriz	  posee	  un	  gran	  número	  de	  enzimas	  así	  como	  
RNA	  y	  DNA	  mitocondrial.	  
1.4.2 Función 
Las	  mitocondrias	  son	  ampliamente	  conocidas	  por	  generar	  la	  energía	  necesaria	  para	  el	  
buen	  funcionamiento	  celular	  en	  forma	  de	  ATP,	  pero	  está	  implicada	  en	  otras	  funciones	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importantes.	  Estas	  funciones	  son	  la	  regulación	  de	  ROS	  (especies	  reactivas	  de	  oxigeno),	  
la	  termogénesis,	  la	  apoptosis	  y	  la	  homeostasis	  de	  calcio	  subcelular.	  
1.4.2.1 Producción de ATP 
Cada	  molécula	  de	  acetil-­‐CoA	  obtenida	  en	  la	  desaminación	  oxidativa,	  la	  beta	  oxidación	  
o	   la	  glucólisis,	  es	  transportada	   	  a	   la	  mitocondria	  donde	  el	  Ciclo	  de	  Krebs	  genera	  CO2,	  
NADH	  y	  FADH2.	  Posteriormente,	  el	  NADH	  y	  el	  FADH2	  ceden	  sus	  electrones	  a	  la	  cadena	  
respiratoria.	  Esta	  transferencia	  de	  electrones	  genera	  un	  gradiente	  electroquímico	  por	  
el	   bombeo	   de	   protones	   hacia	   el	   espacio	   intermembrana.	   Este	   gradiente	   es	  
aprovechado	  para	  reintroducir	  los	  protones	  de	  vuelta	  a	  la	  matriz	  mitocondrial	  a	  través	  
de	  la	  ATP	  sintasa	  y	  generar	  ATP.	  En	  concreto	  se	  generan	  32	  moléculas	  de	  ATP	  por	  cada	  
glucosa	  metabolizada.	  
1.4.2.2 ROS 
El	  proceso	  de	  fosforilación	  oxidativa	  es	  muy	  eficiente,	  pero	  puede	  producir	  reducción	  
incompleta	   del	   oxigeno	   molecular	   generando	   especies	   reactivas	   de	   oxigeno.	   Esto	  
puede	   causar	   estrés	   oxidativo	   en	   la	   mitocondria	   y	   contribuir	   al	   deterioro	   de	   las	  
funciones	  mitocondriales,	  lo	  que	  también	  está	  asociado	  al	  proceso	  de	  envejecimiento.	  
La	  generación	  de	  ROS	  produce	  también	  señales	  celulares	  necesarias	  para	  conservar	  las	  
mitocondrias	  más	  activas	  y	  degradar	  las	  más	  dañadas	  (Dröse	  et	  al.,	  2014).	  
1.4.2.3 Apoptosis 
La	  apoptosis,	  o	  muerte	  celular	  programada,	  es	  un	  proceso	  complejo	  que	  se	  produce	  en	  
las	   células	   en	   respuesta	   a	   un	   daño	   celular.	   Este	   daño	   suele	   estar	   señalizado	   por	   un	  
aumento	  sostenido	  en	  la	  concentración	  de	  calcio	  mitocondrial	  acompañado	  de	  estrés	  
oxidativo	  	  y	  producción	  de	  ceramidas	  de	  cadena	  corta.	  Todo	  ello	  lleva	  a	  la	  apertura	  del	  
poro	   de	   transición	   de	   permeabilidad,	   que	   facilita	   la	   salida	   al	   citoplasma	   de	   señales	  
proapoptoticas	   como	   SMAC/DIABLO,	   AIF	   o	   el	   citocromo	   c.	   Además,	   se	   pierde	   el	  
potencial	   de	  membrana	  mitocondrial	   lo	  que	   impide	   la	   formación	  de	  ATP	  y	   lleva	  a	   la	  
muerte	  celular	  (Giorgi	  et	  al.,	  2012).	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1.4.2.4 Homeostasis del calcio subcelular 
Las	  mitocondrias	  son	  un	  factor	  esencial	  dentro	  de	  la	  homeostasis	  subcelular	  del	  calcio,	  
debido	   a	   su	   implicación	   en	   la	   regulación	   de	   la	   señalización	   intracelular	   por	   calcio.	  
Durante	   la	  estimulación	  celular,	   cuando	  se	  produce	  un	  aumento	  en	   la	  concentración	  
citosólica	  de	  calcio,	  la	  mitocondria	  capta	  y	  acumula	  grandes	  cantidades	  del	  ión	  con	  el	  
fin	   de	  modular	   esta	   señal	   de	   forma	   espacial	   y	   temporal.	   La	   captación	   de	   calcio	   por	  
parte	  de	  la	  mitocondria	  es	  tal,	  que	  la	  concentración	  del	  ión	  dentro	  del	  orgánulo	  puede	  
llegar	  a	  0.5-­‐1mM	  (Montero	  et	  al.,	  2000;	  de	  la	  Fuente	  et	  al.,	  2012).	  	  
El	  calcio	  atraviesa	  la	  membrana	  externa	  mitocondrial	  a	  través	  de	  los	  canales	  VDAC.	  El	  
transporte	  a	  través	  de	  la	  membrana	  interna	  está	  dirigido	  por	  la	  	  diferencia	  de	  potencial	  
que	  existe	  en	  dicha	  membrana	  (-­‐130/-­‐180mV),	  generada	  por	  el	  bombeo	  de	  protones	  
hacia	   el	   espacio	   intermembrana	   por	   la	   cadena	   transportadora	   de	   electrones.	   El	  
potencial	   de	   membrana	   se	   puede	   disipar	   con	   rotenona	   o	   cianuro,	   que	   inhiben	   el	  
bombeo	   de	   protones	   o	   bien	   con	   protonóforos	   como	   el	   FCCP	   (Carbonyl	   cyanide-­‐4-­‐
(trifluoromethoxy)phenylhydrazone)	  que	  introduce	  protones	  en	  la	  matriz	  mitocondrial.	  	  
En	  presencia	  de	  protonóforos,	  abolido	  el	  potencial	  de	  membrana,	  la	  ATP	  sintasa	  puede	  
funcionar	   en	   reverso	   sacando	   protones	   al	   espacio	   intermembrana	   con	   un	   gasto	   de	  
ATP.	  
Las	  variaciones	  en	  la	  concentración	  de	  calcio	  de	  la	  matriz	  mitocondrial	  regulan	  una	  de	  
las	  principales	  funciones	  mitocondriales:	  la	  fosforilación	  oxidativa.	  Este	  hecho	  se	  debe	  
a	   que	   tres	   deshidrogenasas	   intramitocondriales	   están	   reguladas	   por	   calcio.	   Estas	  
enzimas	  son	  la	  isocitrato	  deshidrogenasa,	  la	  oxoglutarato	  deshidrogenasa	  y	  la	  piruvato	  
deshidrogenasa.	   En	   las	   dos	   primeras,	   implicadas	   en	   el	   ciclo	   de	   Krebs,	   tanto	   la	  
concentración	   	   de	   calcio	   	   como	   la	   proporción	  ADP/ATP	   producen	   un	   aumento	   en	   la	  
afinidad	   por	   sus	   sustratos	   (Denton	   et	   al.,	   1978).	   En	   el	   caso	   de	   la	   piruvato	  
deshidrogenasa,	   el	   calcio	   ejerce	  una	   acción	   indirecta	   sobre	   ella	   ya	  que	   se	   activa	  por	  
una	  fosfatasa	  dependiente	  de	  calcio	  (Denton	  et	  al.,	  1972).	  Por	  lo	  tanto,	  la	  captación	  de	  
calcio	  mitocondrial	   potencia	   la	   producción	   de	   ATP	   después	   de	   un	   incremento	   de	   la	  
concentración	   de	   calcio	   citosólico,	   transmitiendo	   así	   la	   demanda	   de	   un	   aumento	  
metabólico	  a	  través	  de	  una	  señal	  de	  calcio	  (Hajnóczky	  et	  al.,	  1995).	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La	  mitocondria	  juega	  un	  papel	  crucial	  en	  la	  regulación	  de	  la	  señal	  de	  calcio	  gracias	  a	  su	  
capacidad	   amortiguadora.	   Una	   de	   las	   características	   mitocondriales	   que	   facilitan	   su	  
papel	  en	  la	  regulación	  de	  la	  señal	  de	  calcio	  es	  su	  plasticidad	  estructural	  producida	  por	  
procesos	  de	  fusión	  y	  fisión	  en	  la	  red	  mitocondrial,	  así	  como	  su	  distribución	  dentro	  de	  la	  
célula.	  
	  En	  primer	  lugar,	  las	  mitocondrias	  pueden	  acumularse	  en	  determinadas	  zonas	  celulares	  
dividiendo	   la	   célula	   en	   compartimentos	   con	   diferente	   dinámica	   de	   calcio.	   De	   esta	  
forma	   la	   difusión	   de	   la	   señal	   de	   calcio	   tiene	   un	   efecto	   diferente	   en	   	   diferentes	  
compartimentos	   	   celulares.	  Por	  ejemplo,	  en	   las	   células	  nerviosas	   las	  mitocondrias	   se	  
localizan	  en	   la	   zona	   sináptica	   (Medler	  &	  Gleason,	   2002),	  mientras	  que	  en	   las	   células	  
acinares	  pancreáticas	  se	  localizan	  en	  el	  polo	  secretor	  (Voronina	  et	  al.,	  2002).	  En	  células	  
T	   activadas,	   las	   mitocondrias	   se	   encuentran	   muy	   próximas	   a	   los	   canales	   Orai1	  
reduciendo	   el	   tamaño	   del	   microdominio	   de	   calcio	   que	   previene	   la	   inactivación	   del	  
canal	  dependiente	  de	  calcio.	  De	  este	  modo	  se	  mantiene	  la	  entrada	  capacitativa	  de	  la	  
sinapsis	  inmunológica	  que	  desencadena	  la	  transcripción	  genética	  (Hoth	  et	  al.,	  2000).	  	  
En	   segundo	   lugar,	   la	   asociación	   de	   la	   red	   mitocondrial	   con	   el	   retículo	   sarco-­‐
endoplásmico	  en	  las	  denominadas	  MAM,	  hace	  posible	  la	  regulación	  de	  los	  canales	  de	  
calcio	   del	   retículo	   sarco-­‐endoplásmico	   por	   la	   captación	   de	   calcio	   mitocondrial.	   Las	  
mitocondrias	  captan	  el	   ión	  de	   los	  microdominios	  de	  alto	  calcio	  que	  se	  generan	  en	   la	  
boca	  de	  los	  canales	  del	  retículo	  sarco-­‐endoplásmico	  o	  de	  la	  membrana	  celular.	  De	  esta	  
forma	  se	  reduce	  la	  concentración	  citosólica	  de	  calcio	  local	  y	  se	  modula	  la	  actividad	  de	  
dichos	   canales.	   Como	   hemos	  mencionado	   anteriormente	   la	   concentración	   de	   calcio	  
puede	  activar	  o	  inhibir	  dichos	  canales,	  por	  lo	  que	  la	  captación	  de	  calcio	  por	  parte	  de	  la	  
mitocondria	  se	  hace	  fundamental	  en	  la	  regulación	  de	  los	  mismos.	  El	  receptor	  de	  IP3	  se	  
inhibe	   por	   concentraciones	   muy	   bajas	   o	   muy	   altas	   de	   calcio,	   haciendo	   que	   las	  
mitocondrias	  cercanas	  al	  canal	  capten	  rápidamente	  el	  calcio	  liberado,	  provocando	  una	  
apertura	  del	  receptor	  más	  prolongada	  (Jouaville	  et	  al.,	  1995).	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1.4.3 Entrada de calcio en la mitocondria 
Como	   se	   ha	   mencionado,	   para	   que	   el	   calcio	   entre	   dentro	   de	   la	   mitocondria,	   es	  
necesario	   que	   atraviese	   las	   dos	   membranas	   mitocondriales.	   La	   membrana	  
mitocondrial	   externa	  no	  opone	   resistencia	   ya	  que	   los	   iones	  difunden	  a	   través	  de	   los	  
canales	  VDAC.	  La	  membrana	  mitocondrial	  interna,	  en	  cambio,	  es	  altamente	  selectiva	  y	  
la	  entrada	  de	  calcio	  únicamente	  se	  produce	  a	  través	  del	  MCU.	  
En	  los	  últimos	  años	  se	  han	  hecho	  grandes	  avances	  en	  el	  conocimiento	  de	  la	  estructura	  
y	  función	  de	  este	  uniportador	  de	  calcio	  y	  se	  han	  obtenido	  resultados	  interesantes.	  En	  
primer	  lugar	  se	  ha	  demostrado	  que	  el	  uniportador	  tiene	  una	  gran	  complejidad	  y	  está	  
formado	   no	   solo	   por	   la	   subunidad	   formadora	   del	   poro	   MCU,	   sino	   también	   por	   un	  
parálogo	  con	  función	  inhibidora	  MCUb	  y	  al	  menos	  5	  subunidades	  reguladoras:	  MICU1,	  
MICU2,	   MICU3,	   EMRE,	   MCUR1.	   	   Todas	   estas	   proteínas	   forman	   el	   complejo	   del	  
uniportador	  de	  calcio	  mitocondrial.	  
1.4.3.1 MCU 
En	  los	  años	  70	  se	  aisló	  una	  glicoproteína	  en	  mitocondrias	  de	  hígado	  capaz	  de	   inducir	  
una	  corriente	  de	  calcio	  en	  bicapas	   lipídicas	  (Sottocasa	  et	  al.,	  1972).	  Esta	  corriente	  de	  
calcio,	   que	   recordaba	   a	   las	   características	   especificas	   encontradas	   en	   la	  mitocondria	  
cuando	   se	   inducía	   una	   corriente	   de	   calcio,	   era	   bloqueada	   por	   Rojo	   de	   Rutenio	   y	  
anticuerpos	   contra	   dicha	   proteína	   (Panfili	   et	   al.,	   1976).	   En	   el	   año	   2011,	   el	   gen	  
CCDC109A	   	  se	   identificó	  como	  el	  gen	  codificante	  para	  el	  uniportador	  por	  dos	  grupos	  
independientes	   (Baughman	   et	   al.,	   2011;	   De	   Stefani	   et	   al.,	   2011).	   Tanto	   los	  
experimentos	   de	   sobreexpresión	   como	   de	   silenciamiento	   han	   indicado	   que	   esta	  
proteína	  es	  la	  formadora	  del	  canal	  (Patron	  et	  al.,	  2013).	  
Este	  gen	  nuclear,	  codifica	  para	  una	  proteína	  de	  40kDa	  cuya	  forma	  madura	  tiene	  35kDa	  
al	   perder	   la	   secuencia	   de	   direccionamiento.	   	   Posee	   dos	   dominios	   transmembrana	  
unidos	  por	  un	  bucle	  rico	  en	  residuos	  ácidos	  (EYSWDIMEP),	  denominado	  motivo	  DIME	  
(Baughman	  et	  al.,	  2011;	  De	  Stefani	  et	  al.,	  2011).	  La	  orientación	  de	  los	  dominios	  N	  y	  C-­‐
terminal	  ha	  sido	  muy	  discutida	  pero	  finalmente	  se	  ha	  demostrado	  su	  localización	  en	  la	  
matriz	   mitocondrial	   (Martell	   et	   al.,	   2012).	   La	   existencia	   de	   sólo	   dos	   dominios	  
transmembrana	   hace	   evidente	   la	   necesidad	   de	   que	   MCU	   oligomerice	   formando	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multímeros	  para	  formar	  el	  canal.	  La	  estructura	  cuaternaria	  predicha	  es	  un	  tetrámero	  
con	   8	   hélices	   formando	  el	   poro	   y	   una	   concentración	  de	   residuos	   cargados	   cerca	   del	  
mismo	  generando	  un	  potencial	  electrostático	  que	  favorece	  el	  flujo	  del	  catión	  (Raffaello	  
et.	  al.,	  2013).	  La	  mutación	  de	  dos	  residuos	  cargados	  negativamente	  del	  motivo	  DIME	  
(D261/E264)	   abole	   la	   actividad	   del	   MCU	   (Baughman	   et	   al.,	   2011;	   De	   Stefani	   et	   al.,	  
2011).	  
Una	   de	   las	   principales	   características	   del	  MCU	  es	   su	   baja	   afinidad	   por	   calcio	   (KD	   20-­‐
30µM	  en	  condiciones	   fisiológicas),	  sugiriendo	  que	  se	  necesita	  una	  alta	  concentración	  
de	  calcio	  para	  activar	  el	  canal	  (Kirichok	  et	  al.	  2004).	  Los	  niveles	  de	  calcio	  citosólico	  que	  
se	  alcanzan	  ante	  estímulos	  fisiológicos	  son	  cercanos	  a	  1µM,	  hecho	  que	  puede	  generar	  
discrepancia	  por	  la	  baja	  afinidad	  del	  canal.	  Este	  problema	  se	  solucionó	  al	  demostrar	  la	  
importancia	  de	  los	  dominios	  de	  alto	  calcio	  que	  se	  forman	  en	  las	  bocas	  de	  los	  canales	  
de	   la	  membrana	  plasmática	  y	  su	   interacción	  con	   las	  mitocondrias	  (Szalai	  et	  al.,	  2000;	  
Csordas	  et	  al.	  2001).	  En	  estas	  zonas	  de	  interacción	  entre	  las	  mitocondrias	  y	   las	  bocas	  
de	  los	  canales	  de	  calcio	  del	  retículo	  o	  de	  la	  membrana	  plasmática,	  el	  MCU	  detecta	  la	  
alta	  concentración	  de	  calcio	  (10	  veces	  mayor	  que	  en	  el	  resto	  del	  citosol,	  Csordas	  et	  al.,	  
2010)	   y	   se	   activa	   introduciendo	   grandes	   cantidades	   de	   calcio	   en	   el	   interior	   de	   la	  
mitocondria.	   El	   propio	   calcio	   actúa	   como	   modulador	   del	   canal	   por	   lo	   que	   la	  
disminución	  de	  calcio	  citosólico	  producida	  por	  la	  captación	  de	  calcio	  mitocondrial	  lleva	  
al	  uniportador	  a	  un	  estado	  de	  reposo,	  listo	  para	  responder	  ante	  un	  nuevo	  estimulo.	  	  
El	  MCU	   es	   inhibido	   por	   el	   Rojo	   de	   Rutenio	   y	   el	   Ru360	   de	   forma	  más	   específica,	   así	  
como	  por	  lantánidos	  y	  por	  el	  KB-­‐R7943,	  que	  también	  inhibe	  el	  intercambiador	  Na+/Ca2+	  
de	   la	  membrana	  plasmática	  (Mela,	  1969;	  Bernardi	  et	  al.,	  1984;	  Santo-­‐Domingo	  et	  al.,	  
2010).	  Los	  activadores	  del	  MCU	  más	  importantes	  son	  la	  espermina,	  el	  PPT	  (4,4',4''-­‐(4-­‐
propyl-­‐[1H]-­‐pyrazole-­‐1,3,5-­‐triyl)trisphenol)	   y	   el	   kaempherol	   (Kröner	   et	   al.,	   1988;	  
Montero	  et	  al.,	  2004;	  Lobaton	  al.,	  2005).	  
Los	   experimentos	   in	   vivo	   con	  ARN	  de	   interferencia	   (siRNA)	  para	   eliminar	   la	   proteína	  
MCU	  han	  demostrado	  que	  se	  produce	  una	  gran	  disminución	  en	  la	  captación	  de	  calcio	  
mitocondrial	  en	  células	  de	  hígado	  (Baughman	  et	  al.,	  2011)	  y	  en	  cardiomiocitos	  (Drago	  
et	   al.,	   2012).	   Experimentos	   realizados	   en	   células	   de	   corazón	   (Joiner	   et	   al.,	   2012),	   en	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células	  β	  pancreáticas	  	  (Tarasov	  et	  al.,	  2012)	  y	  en	  neuronas	  (Qiu	  et	  al.,	  2013),	  muestran	  
resultados	   muy	   similares.	   Finalmente,	   se	   ha	   desarrollado	   un	   ratón	   transgénico	   con	  
MCU	  eliminado	  (Pan	  et	  al.,	  2013).	  Este	  ratón	  es	  viable	  cuando	  se	  mantiene	  en	  un	  fondo	  
genético	  mixto	  y	  muestra	  un	  fenotipo	  suave:	  los	  animales	  son	  más	  pequeños	  y	  tienen	  
algún	  defecto	  en	  musculo	  esquelético	  	  y	  en	  ciertas	  funciones	  metabólicas	  además	  de	  
tener	   eliminada	   la	   captación	   rápida	   de	   calcio	  mitocondrial.	   Estos	   efectos	   se	   podrían	  
explicar	   con	   la	   existencia	   de	   al	   menos	   dos	   corrientes	   de	   entrada	   de	   calcio	   en	   la	  
mitocondria,	   una	   rápida	   dependiente	   de	   MCU	   y	   una	   lenta	   independiente	   de	   MCU	  
(Bondarenko	   et	   al.,	   2013),	   aunque	   estos	   resultados	   deben	   ser	   estudiados	   de	   forma	  
más	  exhaustiva.	  	  	  
1.4.3.2 MCUb 
El	  gen	  CCDC109B,	  codifica	  para	  una	  proteína	  de	  33kDa	  y	  tiene	  una	  homología	  con	  MCU	  
del	  50%.	  Su	  estructura	  es	  muy	  similar	  a	  MCU,	  tiene	  dos	  dominios	  transmembrana	  y	  sus	  
extremos	  C	  y	  N-­‐terminales	  se	  localizan	  en	  la	  matriz	  mitocondrial.	  La	  sobreexpresión	  de	  
MCUb	   produce	   una	   reducción	   en	   la	   captación	   de	   calcio	   mitocondrial.	   Por	   lo	   tanto,	  
MCUb	   podría	   actuar	   como	   una	   isoforma	   negativa	   y	   su	   inserción	   en	   el	   tetrámero	  
formador	  del	  poro	  junto	  con	  MCU	  podría	  alterar	  la	  permeabilidad	  a	  calcio	  (Raffaello	  et	  
al.,	  2013).	  
Los	  niveles	  de	  mRNA	  de	  MCUb	  son	  mucho	  menores	  que	  los	  de	  MCU,	  pero	  se	  observa	  
un	   perfil	   de	   expresión	   diferencial	   para	   MCUb.	   Esta	   proteína	   se	   encuentra	   en	   altas	  
concentraciones	  en	  corazón	  y	  pulmón	  y	  en	  baja	  concentración	  en	  músculo	  esquelético.	  
Esto	   podría	   estar	   relacionado	   con	   las	   variaciones	   dependientes	   de	   tejido	   de	   la	  
captación	  de	  calcio	  mitocondrial	  (Fieni	  et	  al.,	  2012).	  
1.4.3.3 MICU1 
MICU1	   fue	   descubierto	   meses	   antes	   que	   MCU	   y	   fue	   usado	   como	   trazador	   para	  
identificar	   MCU	   (Perocchi	   et	   al.,	   2010).	   MICU1	   y	   MCU	   comparten	   el	   mismo	   patrón	  
evolutivo	  y	  se	  expresan	  de	  forma	  muy	  similar	  en	  diferentes	  tejidos	  de	  ratón	  (Bick	  et	  al.,	  
2012),	  además	  de	  interaccionar	  de	  forma	  física	  entre	  ellos	  (Baughman	  et	  al.,	  2011).	  La	  
proteína	   tiene	  54kDa	  y	  un	  único	  dominio	   transmembrana	  así	   como	  dos	  dominios	  de	  
unión	  a	  calcio	  de	  tipo	  mano-­‐EF.	  	  
                                                             Introducción 
	  
41	  
	  
Su	  localización	  dentro	  de	  la	  mitocondria	  ha	  sido	  muy	  discutida,	  en	  un	  primer	  momento	  
se	   pensaba	   que	   era	   una	   proteína	   anclada	   a	   la	   membrana	   interna	   mitocondrial	   que	  
daba	  a	  la	  matriz	  donde	  medía	  la	  concentración	  de	  calcio	  mitocondrial	  (Hoffman	  et	  al.,	  
2013).	   Estudios	   recientes	   usando	   proteinasa	   K	   para	   digerir	   las	   membranas,	  
demostraron	  que	  MICU1	  	  se	  encontraba	  en	  el	  espacio	  intermembrana	  (Csordás	  et	  al.,	  
2013).	   Estos	   resultados	   han	   sido	   confirmados	   mediante	   experimentos	   proteómicos	  
(Hung	  et	  al.,	  2014;	  Lam	  et	  al.,	  2014).	  
Los	   experimentos	   de	   silenciamiento	   de	   MICU1	   han	   demostrado	   que	   esta	   proteína	  
actúa	   como	  sensor	  que	   limita	   la	  entrada	  de	   calcio	  a	   través	  del	  MCU	  para	  evitar	  una	  
sobrecarga	   de	   calcio	   mitocondrial	   (Mallilankaraman	   et	   al.,	   2012b).	   Por	   lo	   tanto	   el	  
silenciamiento	   de	   MICU1	   disminuiría	   el	   nivel	   de	   calcio	   necesario	   para	   activar	   la	  
captación	   de	   calcio	   mitocondrial.	   Por	   otro	   lado	  MICU1	   actuaría	   como	   activador	   del	  
MCU	   a	   niveles	   de	   calcio	   citosólico	   altos	   (Perocchi	   et	   al.	   2010;	   Csordás	   et	   al.,	   2013).	  
Debido	   a	   las	   discrepancias	   entre	   los	   diferentes	   grupos,	   es	   necesario	   realizar	   una	  
investigación	  más	  exhaustiva.	  
1.4.3.4 MICU2 y MICU3 
MICU1	   tiene	   dos	   parálogos,	   con	   quienes	   comparte	   un	   27%	   de	   homología.	   Estas	  
proteínas	   poseen	   dominios	   de	   unión	   a	   calcio	   tipo	   mano-­‐EF	   y	   se	   han	   denominado	  
MICU2	  y	  MICU3	  (Plovanich	  et	  al.,	  2013).	  MICU3	  tiene	  una	  expresión	  predominante	  en	  
sistema	  nervioso	  mientras	  que	  MICU2	  se	  expresa	  de	  forma	  ubicua.	  La	  funcionalidad	  de	  
MICU3	  está	  aún	  por	  caracterizar	  mientras	  que	  MICU2	  está	  más	  estudiado.	  	  
MICU2	   es	   una	   proteína	   de	   54kDa	   que	   interacciona	   de	   forma	   física	   con	   MICU1	  
formando	   dímeros.	   Se	   encuentra	   en	   el	   espacio	   intermembrana	   y	   está	   anclada	   a	   la	  
membrana	  interna	  mitocondrial.	  Los	  primeros	  resultados	  de	  silenciamiento	  muestran	  
a	  MICU2	   como	  un	   inhibidor	   de	   la	   captación	   de	   calcio	  mitocondrial	   (Plovanich	   et	   al.,	  
2013).	  Recientemente	  se	  ha	  demostrado	  que	  la	  presencia	  de	  MICU2	  en	  el	  complejo	  del	  
uniportador	  requiere	  la	  presencia	  de	  MICU1	  ya	  que	  interacciona	  con	  MCU	  a	  través	  de	  
su	  dimerización	  con	  MICU1.	  Por	  lo	  tanto,	  solo	  MICU1	  podría	  estar	  presente	  y	  modular	  
la	  acción	  de	  MCU	  en	  ausencia	  de	  MICU2	  pero	  no	  al	  revés	  (Patron	  et	  al.,	  2014;	  Kamer	  &	  
Mootha,	  2014).	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Existe	  cierta	  discrepancia	  en	  relación	  a	  la	  función	  de	  estos	  moduladores.	  Por	  un	  lado,	  
se	  piensa	  que	  ambos	  son	  reguladores	  negativos	  del	  MCU	  y	  que	  la	  ausencia	  de	  MICU2	  
facilita	   la	   captación	  de	   calcio	   pero	   sólo	   la	   eliminación	  de	   ambas	   proteínas	   (MICU1	   y	  
MICU2)	  conduciría	  a	  una	  desregulación	  del	  uniportador	  (Kamer	  &	  Mootha,	  2014).	  Por	  
otro	   lado,	  se	  ha	  propuesto	  que	  MICU1	  y	  MICU2	  presentan	  efectos	  opuestos	  sobre	   la	  
actividad	   de	  MCU,	   con	  MICU2	   actuando	   como	  un	   inhibidor	   y	  MICU1	   estimulando	   la	  
apertura	  del	  canal	  (Patron	  et	  al.,	  2014).	  Bajo	  esta	  perspectiva,	  la	  función	  de	  sensor	  de	  
MICU1	   a	   bajas	   concentraciones	   de	   calcio	   citosólico,	   podría	   ser	   únicamente	   una	  
consecuencia	  de	  la	  perdida	  forzada	  de	  MICU2	  cuando	  MICU1	  es	  eliminado.	  Para	  poder	  
dilucidar	  esta	  hipótesis	  es	  necesario	  realizar	  más	  estudios	  sobre	  los	  roles	  de	  MICU1	  y	  
MICU2	  en	  la	  regulación	  del	  complejo	  del	  uniportador	  de	  calcio	  mitocondrial.	  
1.4.3.5 EMRE 
EMRE	  es	  una	  proteína	  de	  10kDa	  con	  un	  único	  dominio	  transmembrana	  y	  una	  región	  C-­‐
terminal	  muy	  conservada	  y	  rica	  en	  aspartato.	  	  Su	  función	  parece	  ser	  de	  puente	  entre	  
MICU1	   y	   MCU	   (Sancak	   et	   al.,	   2013).	   En	   contraste	   con	   esta	   función	   esencial,	   cabe	  
destacar	  que	  no	  hay	  homólogos	  de	  EMRE	  en	  plantas,	  hongos	  o	  protozoos,	  donde	  MCU	  
y	   MICU1	   están	   ampliamente	   conservados.	   Esta	   función	   de	   puente	   también	   se	  
encuentra	   en	   conflicto	   con	   el	   claro	   efecto	   activador	   de	   MICU1	   sobre	   MCU	   en	   una	  
bicapa	  lipídica	  donde	  no	  hay	  otros	  componentes	  presentes.	  
1.4.3.6 MCUR1 
El	   gen	   CCDC90A,	   conocido	   como	   regulador	   del	   uniportador	   de	   calcio	  mitocondrial	   1	  
(MCUR1),	   es	  una	  proteína	  mitocondrial	   con	   su	  extremos	  N-­‐terminal	   hacia	   el	   espacio	  
intermembrana	  (Mallilankaraman	  et	  al.,	  2012a;	  Rhee	  et	  al.,	  2013).	  El	  silenciamiento	  de	  
MCUR1	  provoca	  una	  gran	  disminución	  en	  la	  captación	  de	  calcio	  mitocondrial.	  Por	  otro	  
lado	   se	   ha	   demostrado	   que	   MCUR1	   interacciona	   con	   MCU	   pero	   no	   con	   MICU1	  
(Mallilankaraman	  et	  al.,	  2012a).	  
1.4.4 Salida de calcio de la mitocondria  
La	   mitocondria	   libera	   el	   calcio	   captado	   a	   través	   de	   dos	   mecanismos	   principales,	   el	  
intercambiador	  Na+/Ca2+	  y	  el	  intercambiador	  Ca2+/H+.	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1.4.4.1 Intercambiador Na+/Ca2+ mitocondrial (NCLX) 
La	  principal	   vía	  de	   salida	  de	  calcio	  desde	   la	  mitocondria	   se	  produce	  a	   través	  de	  este	  
intercambiador	  cuya	  función	  es	  dependiente	  de	  la	  existencia	  de	  Na+	  en	  el	  citosol.	  Tiene	  
una	  estequiometria	  de	  3	  iones	  Na+	  por	  cada	  ión	  Ca2+	  (Palty	  et	  al.,	  2006).	  Su	  selectividad	  
por	   calcio	   frente	   a	   Mg2+	   	   o	   Mn2+	   es	   elevada,	   aunque	   su	   selectividad	   por	   Na+	   es	  
moderada	  (Carafoli	  et	  al.,	  1974).	  Hasta	  2010	  no	  fué	  identificado	  ya	  que	  se	  pensaba	  que	  
se	   trataba	  de	  una	   isoforma	  del	   intercambiador	  Na+/Ca2+	  de	  membrana	  plasmática.	  A	  
partir	  de	  ese	  momento	  se	  cree	  que	  es	   independiente	  al	  poseer	  características	   físico-­‐
químicas	  diferentes	  (Palty	  et	  al.,	  2010).	  
Su	  actividad	  está	  modulada	  por	  un	  pequeño	  rango	  de	  pH	  (7.5-­‐7.6)	  y	  potenciada	  por	  K+,	  
alcanoles	  y	  albúmina	  de	  suero	  bovino.	  A	  su	  vez,	  iones	  como	  Zn2+,	  Co2+,	  Sr2+,	  Ni2+	  o	  Ba2+	  
lo	   inhiben	  (Ligueti	  et	  al.,	  1981;	  Lukács	  &	  Fonyo,	  1986;	  Baysal	  et	  al.,	  1991;).	  Hay	  otros	  
inhibidores	  como	  el	  diltiazem,	  el	  verapamil	  y	  el	  amiloride,	  pero	  el	  más	  selectivo	  es	   la	  
benzotiacepina	  CGP-­‐37157	  (Matlib	  et	  al.,	  1983).	  
1.4.4.2 Intercambiador Ca2+ /H+  de membrana plasmática (Letm1) 
La	   proteína	   Letm1	   ha	   sido	   identificada	   como	   uno	   de	   los	   componentes	   del	  
intercambiador	  Ca2+/H+	   (Jiang	  et	   al.,	   2009).	   Se	   encuentra	   localizada	  en	   la	  membrana	  
mitocondrial	  interna	  y	  cataliza	  la	  salida	  de	  un	  ión	  Ca2+	  por	  cada	  protón	  introducido	  en	  
la	  matriz	  mitocondrial,	  siendo	  por	  lo	  tanto	  un	  proceso	  electrogénico.	  La	  proteína	  tiene	  
un	   dominio	   transmembrana	   con	   el	   extremo	   C-­‐terminal	   hacia	   el	   espacio	  
intermembrana	   con	   dos	   dominios	   de	   unión	   a	   calcio	   tipo	   mano-­‐EF.	   Su	   extremo	   N-­‐
terminal	   se	   encuentra	   orientado	   hacia	   la	   matriz	   mitocondrial	   y	   posee	   un	   motivo	  
susceptible	  de	  fosforilación	  (Endele	  et	  al.,	  1999).	  Los	  datos	  sobre	  este	  canal	  necesitan	  
confirmación	   ya	   que	   podría	   funcionar	   únicamente	   como	   transportador	   de	   K+/H+	  
(Nowikovsky	  et	  al.,	  2012).	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La	   gran	   importancia	   de	   la	  mitocondria	   en	   la	   regulación	   de	   la	   homeostasis	   del	   calcio	  
celular	  así	  como	  el	  reciente	  descubrimiento	  de	  las	  proteínas	  implicadas	  en	  la	  captación	  
de	  calcio	  por	  parte	  de	  este	  orgánulo	  han	  generado	  la	  necesidad	  de	  conocer	  la	  función	  
específica	   de	   los	   diferentes	   miembros	   que	   forman	   el	   complejo	   del	   uniportador	   de	  
calcio	  mitocondrial.	  Para	  ello	  hemos	  estudiado	  el	  papel	  de	   tres	  de	   sus	   componentes	  
(MCU,	  MICU1	  y	  MICU2)	  en	  la	  dinámica	  del	  calcio	  mitocondrial	  y	  la	  homeostasis	  celular	  
de	   la	   concentración	   de	   calcio.	   Para	   llevar	   a	   cabo	   este	   objetivo	   principal	   nos	   hemos	  
marcado	  varios	  objetivos	  específicos:	  
1.	  Estudio	  del	  efecto	  del	  silenciamiento	  de	  MCU,	  en	  la	  cinética	  de	  captación	  de	  calcio	  
mitocondrial	  en	  células	  HeLa.	  
• Generación	  de	  clones	  estables	  con	  MCU	  silenciado.	  
• Determinación	  del	  grado	  de	  silenciamiento	  a	  través	  de	  Western	  blot.	  
• Efecto	   del	   silenciamiento	   de	   MCU	   en	   la	   dinámica	   de	   calcio	   celular	   a	   nivel	  
mitocondrial,	  de	  retículo	  endoplásmico	  y	  citosolico.	  
• Efecto	  del	  silenciamiento	  de	  MCU	  en	  la	  entrada	  capacitativa	  de	  calcio.	  
2.	  Estudio	  del	  efecto	  del	  silenciamiento	  de	  MICU1,	  en	  la	  cinética	  de	  captación	  de	  calcio	  
mitocondrial	  en	  células	  HeLa.	  
• Generación	  de	  clones	  estables	  con	  MICU1	  silenciado.	  
• Determinación	  del	  grado	  de	  silenciamiento	  a	  través	  de	  Western	  blot.	  
• Efecto	  del	  silenciamiento	  de	  MICU1	  en	  la	  dinámica	  de	  calcio	  mitocondrial.	  
3.	  Estudio	  del	  efecto	  del	  silenciamiento	  de	  MICU2,	  en	  la	  cinética	  de	  captación	  de	  calcio	  
mitocondrial	  en	  células	  HeLa.	  
• Generación	  de	  clones	  estables	  con	  MICU2	  silenciado.	  
• Determinación	  del	  grado	  de	  silenciamiento	  a	  través	  de	  Western	  blot.	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• Efecto	  del	  silenciamiento	  de	  MICU2	  en	  la	  dinámica	  de	  calcio	  mitocondrial	  y	  de	  
retículo	  endoplásmico.	  
• Efecto	   del	   silenciamiento	   de	   MICU1	   y	   MICU2	   en	   la	   dinámica	   de	   calcio	  
mitocondrial.	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3.1 Cultivos celulares 
Este	  trabajo	  se	  ha	  realizado	  en	  la	  línea	  celular	  HeLa.	  Esta	  línea	  celular	  fue	  establecida	  
en	   los	  años	  50	  por	  George	  Grey	  y	  ha	  sido	  ampliamente	  utilizada	  en	  muchos	  tipos	  de	  
experimentos	   desde	   entonces.	   Proviene	   de	   un	   carcinoma	   cervical	   y	   tiene	   una	  
perdurabilidad	   y	   velocidad	   de	   crecimiento	   que	   la	   hicieron	   idónea	   para	   su	   cultivo	   in	  
vitro.	   De	   hecho,	   fue	   la	   primera	   línea	   celular	   que	   se	   cultivó	   con	   éxito.	   La	   rápida	   y	  
continuada	   proliferación	   de	   estas	   células	   se	   debe	   a	   la	   activación	   de	   la	   telomerasa	  
durante	  la	  división	  celular.	  Por	  otro	  lado,	  la	  transferencia	  horizontal	  de	  genes	  del	  virus	  
papiloma	   humano	   18	   (VPH18)	   ha	   hecho	   que	   el	   cariotipo	   de	   esta	   línea	   celular	   diste	  
mucho	  del	   cariotipo	  humano	  habitual.	   A	   pesar	   de	   todo	   ello,	   esta	   línea	   celular	   se	   ha	  
convertido	   en	   un	   modelo	   de	   estudio	   ampliamente	   utilizado,	   lo	   que	   ha	   llevado	   a	  
generar	   un	   extenso	   conocimiento	   sobre	   su	   funcionamiento	   (Macville	   et	   al.,	   1999).	  
Sobre	   esta	   línea	   celular	   se	   han	   generado	   clones	   estables	   donde	   se	   ha	   silenciado	   la	  
proteína	   objetivo	   de	   estudio	   mediante	   shRNA	   específicos.	   Cada	   clon	   tiene	   una	  
proteína	  silenciada:	  MCU,	  MICU1	  o	  MICU2.	  Como	  	  control	  negativo	  de	  silenciamiento	  
se	  utiliza	  un	  clon	  estable	  para	  un	  shRNA	  reordenado	  (scramble).	  
3.2 Mantenimiento de líneas celulares 
Las	   células	   son	   cultivadas	   en	  medio	  DMEN	  GlutaMAX	   I	   (Dubelcco`s	  Modified	   Eagle`s	  
Medium,	   Gibco),	   suplementado	   con	   un	   5%	   de	   suero	   fetal	   bovino	   (FBS,	   Gibco)	   y	  
penicilina/estreptomicina	   100UI/ml	   (Gibco).	   Los	   frascos	   utilizados	   para	   el	  
mantenimiento	  celular	  son	  de	  25cm2	  de	  superficie	  y	  tienen	  tapón	  con	  filtro	  de	  0.2µm	  
de	  tamaño	  de	  poro	  (Nunc).	  El	  incubador	  Hera	  cell	  (Heraeus)	  mantiene	  la	  temperatura	  
constante	   a	   37°C	   y	   la	   concentración	   de	   CO2	   al	   10%	   en	   un	   ambiente	   saturado	   de	  
humedad.	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3.2.1 Manipulación de líneas celulares  
3.2.1.1 Siembra 
Cuando	   las	   células	   llegan	   a	   confluencia	   son	   tripsinizadas	   para	   mantener	   el	   cultivo	  
estable.	   La	   tripsinización	   se	   realiza	   eliminando	   el	   medio	   de	   cultivo	   y	   lavando	   la	  
monocapa	   celular	   con	   PBS	   (Gibco).	   Posteriormente	   se	   añade	   1ml	   de	   tripsina-­‐EDTA	  
0.05%	   (Gibco)	   y	   se	   incuba	   a	   37°C	   durante	   4	   minutos.	   Una	   vez	   que	   las	   células	   se	  
despegan	   y	   quedan	   en	   suspensión	   se	   añaden	   6ml	   de	   medio	   suplementado	   para	  
inactivar	  la	  tripsina.	  Se	  recogen	  las	  células	  en	  un	  tubo	  de	  fondo	  cónico	  y	  se	  centrifugan	  
durante	  5	  minutos	  a	  1200rpm.	  Cuando	  tenemos	  las	  células	  separadas	  del	  medio,	  este	  
es	  eliminado	  por	  decantación	  y	  las	  células	  se	  resuspenden	  en	  1ml	  de	  medio	  completo	  
nuevo	  para	  proceder	  a	  su	  contaje.	  Las	  células	  son	  contadas	  utilizando	  una	  cámara	  de	  
Neubauer.	  Se	  utilizó	  el	  azul	  tripán	  para	  determinar	  la	  viabilidad	  celular.	  	  
Para	  realizar	  un	  mantenimiento	  celular	  óptimo	  las	  células	  son	  nuevamente	  sembradas	  
a	  4000	  células/cm2.	  Las	  células	  se	  han	  utilizado	  entre	  los	  pases	  3	  y	  9.	  Para	  realizar	  los	  
diferentes	  experimentos,	   las	  células	  han	  de	  ser	  sembradas	  en	  cubreobjetos	  de	  cristal	  
de	  12	  ó	  13mm	  de	  diámetro	  para	  ser	  usadas	  en	  el	  equipo	  de	  medida	  de	  fluorescencia	  o	  
de	   luminiscencia	  respectivamente.	  Estos	  cubreobjetos	  se	  colocan	  en	  una	  placa	  de	  24	  
pocillos	  donde	  serán	  sembrados	  a	  una	  densidad	  de	  52631,	  42105	  u	  31578	  células/cm2	  
en	  función	  del	  tiempo	  post	  transfección	  necesario	  para	  realizar	  los	  experimentos,	  24,	  
48	   o	   72h	   respectivamente.	   Por	   otro	   lado,	   para	   producir	   clones	   estables	   con	   MCU,	  
MICU1	  o	  MICU2	  silenciado,	   las	  células	   son	  sembradas	  en	  placas	  de	  petri	  de	  60mm	  a	  
una	  densidad	  de	  23000	  células/cm2.	  	  
3.2.1.2 Transfección  
La	  transfección	  es	  una	  técnica	  que	  permite	  la	  inserción	  de	  material	  genético	  exógeno	  
en	   células	   eucariotas	   utilizando	   plásmidos	   o	   vectores	   virales.	   Como	   vehículos	   de	  
transferencia	   se	   han	   desarrollado	   diferentes	   compuestos	   como	   nanopartículas,	  
liposomas	  o	  lípidos	  catiónicos.	  En	  este	  trabajo	  se	  ha	  utilizado	  la	  transfección	  basada	  en	  
la	  interacción	  lípido-­‐catión.	  Este	  método	  ha	  demostrado	  tener	  una	  elevada	  eficacia	  de	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transfección	   en	   células	   eucariotas	   animales	   al	   unirse	   muy	   bien	   al	   DNA,	   cargado	  
negativamente,	  y	  a	  la	  membrana	  celular.	  
Para	   llevar	   a	   cabo	   la	   transfección	   las	   células	   se	   siembran	   24h	   antes	   como	   se	   ha	  
indicado	  en	  el	   apartado	  anterior.	  Una	  vez	  que	   las	   células	  han	  alcanzado	  el	   grado	  de	  
confluencia	  visual,	   se	  procede	  a	  realizar	   la	   transfección	  mezclando	  el	  DNA	  de	   interés	  
con	  el	  reactivo	  de	  transfección	  Metafectene	  Pro	  (Biontex)	  como	  indica	  el	  fabricante.	  A	  
continuación,	  en	  la	  tabla	  1,	  se	  indican	  las	  cantidades	  necesarias	  para	  llevar	  a	  cabo	  las	  
diferentes	  transfecciones.	  
Para	  generar	  líneas	  estables	  con	  la	  proteína	  de	  interés	  silenciada,	  se	  han	  transfectado	  
los	  plásmidos	  TF305607A,	  TF314182C	  y	  TF30483D,	  con	  resistencia	  a	  Puromicina,	  para	  
silenciar	   respectivamente	   las	   proteínas	   MCU,	   MICU1	   y	   MICU2,	   en	   las	   condiciones	  
indicadas	  en	  la	  tabla	  1.	  El	  plásmido	  TF305607S	  corresponde	  con	  el	  control	  negativo	  de	  
silenciamiento.	   Transcurridas	   48h	   tras	   la	   transfección,	   se	   suplementa	   el	   medio	   de	  
cultivo	  con	  Puromicina	  1	  µg/ml	  para	  seleccionar	  las	  células	  que	  contienen	  el	  plásmido	  
de	   interés,	  que	   les	  da	  resistencia	  a	  este	  antibiótico.	  Además	   las	  células	  transfectadas	  
presentan	   fluorescencia	   roja	   como	   marcador	   positivo	   de	   transfección.	   Una	   vez	  
obtenidas	   las	   diferentes	   líneas	   estables,	   con	   cada	   proteína	   silenciada,	   se	   obtuvieron	  
diferentes	  clones	  de	   las	  mismas	  mediante	  el	  método	  de	  dilución	   limitante.	  Todos	   los	  
clones	   generados	   fueron	   evaluados	   funcionalmente	   	   y	   se	   utilizaron	   para	   realizar	   los	  
experimentos	  aquellos	  que	  ofrecieron	  mejores	  características	  tanto	  funcionales	  como	  
de	   mantenimiento.	   En	   la	   tabla	   2,	   se	   especifican	   	   los	   clones	   seleccionados	   para	   el	  
silenciamiento	  de	  cada	  proteína	  más	  un	  clon	  denominado	  mezcla	  que	  se	  utilizará	  como	  
control	  negativo	  de	  silenciamiento.	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   Transfección*	  	   Co-­‐transfección*	   Transfección	  	  placa	  60mm	  
Metafectene	   2	  µl	   2	  µl	   18	  µl	  
DMEM	  no	  
suplementado	  
100µl	   100	  µl	   600	  µl	  
DNA	  1	   0.5	  µg	   0.2	  µg	   6	  µg	  
DNA	  2	   -­‐-­‐	   0.8	  µg	   -­‐-­‐	  
Tabla	  1:	  Cantidades	  utilizadas	  para	  realizar	   las	  diferentes	  transfecciones.	  *Los	  valores	  son	  por	  pocillo	  
de	  placa	  de	  24	  pocillos	  (1,9cm2).	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3.3 Biología molecular 
3.3.1 Plásmidos utilizados 
Para	   la	   realización	  de	  este	   trabajo	   se	  han	  utilizado	  dos	   tipos	  de	  plásmido	  diferentes.	  
Por	  un	   lado,	  se	  ha	  utilizado	  el	  plásmido	  pcDNA3.1	   (+),	  para	  transfectar	   las	  diferentes	  
aequorinas	   empleadas	   en	   la	   medición	   de	   calcio	   intracelular.	   Y	   por	   otro	   lado,	   se	   ha	  
utilizado	  el	  vector	  de	  expresión	  HuH	  shRNA	  para	  silenciar	  las	  proteínas	  MCU,	  MICU1	  y	  
MICU2.	  
3.3.1.1 pcDNA3.1 
El	  plásmido	  pcDNA3.1	   (Fig.	  8),	   es	  un	  vector	  de	  expresión	  de	  5,4	  kb	  diseñado	  para	   la	  
expresión	  estable	  y	  transitoria	  en	  células	  de	  mamífero.	  El	  vector	  contiene	  el	  promotor	  
de	   Citomegalovirus	   (CMV),	   que	   proporciona	   un	   alto	   nivel	   de	   expresión;	   el	   sitio	   del	  
promotor	   T7,	   que	   permite	   la	   transcripción	   in	   vitro	   y	   la	   secuenciación	   del	   inserto;	  
resistencia	   a	   ampicilina,	   que	   permite	   seleccionarlo	   en	   organismos	   procariota	   y	  
resistencia	  a	  neomicina,	  para	  la	  selección	  de	  líneas	  celulares	  estables.	  La	  secuencia	  de	  
clonación	   múltiple	   permite	   la	   inserción	   de	   diferentes	   secuencias	   que	   codifican	   en	  
nuestro	  caso	  para	  diferentes	  aequorinas,	  en	  concreto	  en	  EcoRI.	  	  
Los	   constructos	  de	  aequorinas	   recombinantes,	  nativas	  o	  mutadas,	  dirigidas	  a	   citosol,	  
mitocondria	  y	  retículo	  endoplásmico	  se	  clonaron	  en	  este	  vector.	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Figura	  8:	  Diagrama	  de	  pcDNA3.1	  (+).	  
3.3.1.2 HUSH sh-RNA 
El	  plásmido	  HUSH	  sh-­‐RNA,	  contiene	  un	  RNA	  humano	  con	  una	  pequeña	  horquilla	   (sh-­‐
RNA).	   Es	   de	   tipo	   pRFP-­‐C-­‐RS	   (Origene,	   Fig.	   9)	   y	   está	   diseñado	   para	   el	   estudio	   del	  
silenciamiento	  de	  genes	  a	  largo	  plazo.	  Este	  vector	  de	  expresión	  contiene	  las	  secuencias	  
LTR	   3´	   y	   5´	   del	   virus	   de	   la	   leucemia	   murina	   Moloney	   (MMLV)	   para	   su	  
empaquetamiento	   en	   partículas	   virales	   para	   ser	   transfectado	   en	   células	  
empaquetadoras	  y	  poder	  infectar	  otros	  tipos	  celulares.	  También	  tiene	  el	  marcador	  de	  
Puromicina,	  con	  el	  promotor	  de	  SV40	  y	  el	  sh-­‐RNA	  con	  el	  promotor	  U6.	  El	  sh-­‐RNA	  está	  
formado	   por	   una	   secuencia	   específica	   del	   gen	   de	   interés	   de	   29	   nucleótidos	   y	   su	  
secuencia	   reversa	   complementaria,	   separadas	   por	   7	   nucleótidos	   que	   forman	   una	  
bisagra.	  Como	  marcador	  de	   transfección	  el	  plásmido	   incorpora	  el	   gen	  de	   la	  proteína	  
roja	  (RFP)	  	  bajo	  el	  promotor	  de	  CMV.	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Figura	  9:	  Representación	  esquemática	  del	  plásmido	  pRFP-­‐C-­‐RS.	  
	  
Para	   el	   desarrollo	   de	   este	   trabajo	   se	   han	   silenciado	   las	   proteínas	   MCU,	   MICU1	   y	  
MICU2,	   por	   medio	   de	   estos	   plásmidos.	   Además	   como	   control	   de	   silenciamiento	  
negativo	  se	  ha	  utilizado	  un	  plásmido	  denominado	  mezcla	  o	  control	  de	  silenciamiento,	  	  
cuya	  secuencia	  de	  RNA	  es	  aleatoria	  y	  no	  coincide	  con	  ninguna	  proteína.	  Los	  plásmidos	  
utilizados	  y	  las	  secuencias	  específicas	  se	  muestran	  en	  la	  tabla	  2.	  
Proteína	   Clon	   Plásmido	   Secuencia	  
MCU	   SH1-­‐MCU#5	   TF305607A	   CAAGGATGCAATTGCTCAGGCAGAAATGG	  
MICU1	   SH3-­‐MICU1#3	   TF314182C	   TGCAGAATCTCCACCATGTGTAGACAACC	  
MICU2	  
SH4-­‐MICU2#2	   TF304833D	   GCTCATCGTCCTGTCAGACTAGCGGAGTT	  
SH3-­‐MICU2	   TF304833C	   	  	  	  ACACAACTCTTCAGATGCGTTTCTTTGGA	  
mezcla	   SH-­‐mezcla#5	   TF305607S	   NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN	  
Tabla	  2:	  Plásmidos	  y	  secuencias	  utilizadas	  para	  el	  silenciamiento	  de	  diferentes	  proteínas.	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3.3.2 Transformación y amplificación de plásmidos 
Con	   el	   fin	   de	   amplificar	   los	   diferentes	   plásmidos	   se	   han	   transformado	   bacterias	  
competentes	  E.	  coli	  	  DH5α	  (Invitrogen)	  por	  choque	  térmico	  como	  indica	  el	  fabricante.	  
Una	  vez	  transformadas,	  las	  bacterias	  se	  siembran	  en	  placas	  de	  LB-­‐agar	  suplementadas	  
con	   ampicilina	   125µg/ml	   y	   se	   incuban	   a	   37°C.	   Se	   seleccionan	   varias	   colonias	   y	   se	  
amplifican	  en	  cultivo	  líquido	  LB	  para	  su	  posterior	  comprobación	  mediante	  ensayos	  de	  
restricción.	   Una	   vez	   seleccionadas	   las	   colonias	   que	   han	   incluido	   los	   plásmidos	   de	  
interés	  son	  congeladas	  a	  -­‐80°C	  en	  glicerol	  al	  60%.	  
La	  extracción	  del	  DNA	  plasmídico	  se	  realizó	  con	  el	  kit	  comercial	  Quantum	  Prep	  Plasmid	  
Midiprep	   (Bio-­‐Rad),	   siguiendo	   las	   instrucciones	   del	   fabricante.	   Finalmente,	   se	  
determinó	  la	  pureza	  y	  concentración	  del	  DNA	  obtenido	  usando	  el	  Nanodrop	  (Thermo	  
Scientific).	  El	  DNA	  purificado	  	  se	  conservó	  a	  -­‐20°C	  hasta	  su	  utilización.	  	  
3.3.3 Selección de clones 
De	  un	  total	  de	  10	  clones	  generados	  para	  cada	  proteína	  silenciada	  se	  ha	  seleccionado	  
aquel	  que	  presentaba	  el	  mayor	  efecto	  funcional	  en	  la	  entrada	  de	  Ca2+	  a	  la	  mitocondria.	  
Los	  clones	  seleccionados	  para	  cada	  proteína	  silenciada	  	  se	  encuentran	  detallados	  en	  la	  
Tabla	  2.	  
Antes	   de	   generar	   clones	   estables	   con	   la	   proteína	   de	   estudio	   silenciada	   se	   realizaron	  	  
silenciamientos	  transitorios	  de	  las	  mismas	  con	  el	  fin	  de	  determinar	  qué	  sh-­‐RNA	  era	  el	  
más	  eficiente	  de	  los	  cuatro	  proporcionados	  por	  el	  fabricante.	  	  
Por	   otro	   lado,	   también	   se	   ha	   utilizado	   el	   silenciamiento	   transitorio	   para	   generar	  
silenciamientos	   múltiples,	   en	   concreto	   el	   silenciamiento	   transitorio	   de	   la	   proteína	  
MICU1	  realizado	  sobre	  el	  clon	  estable	  con	  MICU2	  silenciado.	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3.4 Análisis de proteínas 
Con	  el	  fin	  de	  	  determinar	  el	  grado	  de	  silenciamiento	  de	  los	  diferentes	  clones	  generados	  
(SH1-­‐MCU#5,	  SH3-­‐MICU1#3,	  SH4-­‐MICU2#2	  y	  SH-­‐mezcla#5),	   se	   realizaron	  estudios	  de	  
expresión	  mediante	  western	  blot.	  
3.4.1 Extracción de proteínas 
Cuando	   los	   clones	   estables	   con	   MCU,	   MICU1	   o	   MICU2	   silenciado	   tienen	   una	  
confluencia	   del	   80%	   en	   dos	   frascos	   de	   25cm2,	   se	   realiza	   	   la	   extracción	   de	   proteínas	  
totales.	  Para	  ello	  se	  elimina	  el	  medio	  de	  cultivo	  de	  los	  frascos	  y	  se	  lavan	  las	  células	  con	  
PBS	  dos	  veces	  antes	  de	  ser	   lisadas.	  La	   lisis	  se	  realiza	  añadiendo	  500µl	   	  de	  tampón	  de	  
lisis,	   que	   se	   incuba	  durante	  2	  minutos.	  Después,	   	   se	  desprende	   la	  monocapa	   celular	  
con	   una	   espátula	   hasta	   despegarla	   completamente	   de	   la	   superficie	   del	   frasco.	   Se	  
recoge	   toda	   la	  muestra	   lisada	   y	   se	   pone	   en	   el	   segundo	   frasco	   de	   cultivo,	   donde	   se	  
repite	  el	  proceso.	  Una	  vez	  recogida	  la	  muestra	  de	  ambos	  frascos,	  en	  un	  eppendorf,	  se	  
agita	  durante	  30	  minutos	  a	  4°C.	  Finalmente,	  se	  centrifuga	  la	  muestra	  a	  4°C	  durante	  10	  
minutos	   a	   12000g	   para	   recoger	   el	   sobrenadante	   que	   contiene	   el	   extracto	   proteíco	  
total.	  Todo	  el	  proceso	  debe	  realizarse	  a	  4°C	  o	  en	  hielo.	  	  
3.4.2 Cuantificación de proteínas 
La	   concentración	   de	   proteínas	   del	   extracto	   proteico	   total	   se	   cuantifica	   utilizando	   el	  
sistema	   BCA	   (Pierce	   BCA	   Protein	   Assay	   Kit),	   en	   placas	   de	   96	   pocillos.	   Este	   método	  
combina	  la	  reacción	  de	  “Biuret”,	  con	  la	  alta	  sensibilidad	  de	  la	  detección	  colorimétrica	  
del	  catión	  cuproso	  (Cu+1)	  usando	  acido	  bicinconínico.	  	  
Partiendo	  de	  20µl	  de	  extracto	  proteico	  total,	  se	  realizan	  5	  diluciones	  seriadas	  del	  50%	  
en	   PBS.	   También	   se	   genera	   una	   recta	   patrón	   de	   concentraciones	   conocidas	   de	   BSA	  
(albumina	   de	   suero	   bovino).	   Se	   añaden	   200µl	   de	   solución	   de	   trabajo	   de	   BCA	   y	   se	  
incuba	  la	  placa	  durante	  30	  minutos	  a	  37°C.	  Se	  lee	  la	  absorbancia	  a	  562nm	  utilizando	  el	  
lector	   de	   placas	   VERSAmax	   (Molecular	   Device)	   y	   se	   determina	   la	   concentración	   de	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proteínas	  de	  la	  muestra	  a	  partir	  de	  la	  ecuación	  de	  la	  recta	  correspondiente	  a	  la	  curva	  
patrón	  de	  BSA.	  
3.4.3 Electroforesis de proteínas 
3.4.3.1 Geles  de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) 
La	  técnica	  SDS-­‐PAGE	  (Sodum	  Dodecyl	  Sulfate-­‐Plyacrylamide	  Gel	  Electroforesis)	  consiste	  
en	   la	   electroforesis	   desnaturalizante	   de	   proteínas	   en	   un	   gel	   de	   acrilamida.	   Con	   esta	  
técnica	  conseguimos	  que	  las	  proteínas	  migren	  en	  función	  de	  su	  tamaño,	  ya	  que	  gracias	  
al	   SDS	   todas	   las	  proteínas	  adquieren	  una	   carga	  negativa	  proporcional	   a	   su	  masa.	  De	  
esta	  forma	  la	  migración	  depende	  únicamente	  del	  tamaño	  de	  la	  cadena	  polipeptídica.	  
La	   técnica	   requiere	   la	   separación	   proteica	   en	   dos	   fases,	   primero	   en	   un	   gel	  
concentrador	   donde	   las	   muestras	   se	   concentran	   en	   una	   banda	   y	   la	   segunda	  
correspondiente	  al	  gel	  de	  resolución	  donde	  las	  muestras	  se	  separan	  en	  función	  de	  su	  
peso	  molecular.	  Los	  dos	  geles	  se	  diferencian	  en	  el	  porcentaje	  de	  acrilamida,	  el	  pH	  y	  la	  
molaridad.	  El	  porcentaje	  de	  acrilamida	  del	  gel	  de	  resolución	  varía	  en	  función	  del	  peso	  
molecular	  de	  las	  proteínas	  a	  separar.	  Para	  proteínas	  de	  bajo	  peso	  molecular	  se	  trabaja	  
con	   porcentajes	   altos	   de	   acrilamida	   (15%)	   y	   para	   proteínas	   de	   alto	   peso	   con	  
porcentajes	  bajos	  (8%).	  En	  nuestro	  caso	  las	  proteínas	  tienen	  un	  peso	  molecular	  medio	  
y	  hemos	  usado	  geles	  del	  12%.	  El	  gel	  se	  preparó	  en	  lámina	  para	  electroforesis	  vertical	  
de	  tipo	  discontinuo	  (gel	  concentrador	  y	  gel	  separador),	  se	  utilizaron	  placas	  de	  10	  x	  8	  
cm	  (ancho	  X	  altura)	  con	  un	  espesor	  de	  0.75mm.	  
En	  primer	  lugar	  se	  preparan	  las	  dos	  fases	  del	  gel	  de	  poliacrilamida,	  el	  gel	  concentrador	  
y	  el	  gel	  separador.	  Cuando	  los	  geles	  han	  solidificado	  se	  procede	  a	  su	  colocación	  en	  la	  
cubeta	  de	  electroforesis.	  La	  cubeta	  se	  rellena	  con	  tampón	  de	  electroforesis	  y	  se	  cargan	  
las	  muestras.	  Para	  preparar	   las	  muestras,	   se	  diluye	  el	  extracto	  de	  proteínas	   total,	  en	  
tampón	  de	   carga	   para	   proceder	   a	   su	   desnaturalización.	   Para	   favorecer	   el	   proceso	   la	  
mezcla	  se	  calienta	  durante	  5	  minutos	  a	  100°C.	  La	  cantidad	  de	  proteína	  cargada	  varía	  
entre	   30	   y	   50µg.	   Una	   vez	   cargadas	   las	   muestras	   y	   el	   patrón	   de	   pesos	   moleculares	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(Precision	   Plus	   Protein	   Western	   C,	   Bio-­‐Rad)	   se	   procede	   a	   correr	   el	   gel	   a	   120V	   sin	  
superar	  el	  amperaje	  de	  60mA	  durante	  90	  minutos	  aproximadamente.	  
Geles	  de	  poliacrilamida:	  
Gel	  concentrador	  (10ml)	   Gel	  separador	  12%	  (30ml)	  
Acrilamida	  30%	   1ml	   Acrilamida	  30%	   12ml	  
TRIS	  0.5M	  pH6.8	   2.5ml	   TRIS	  1.5M	  pH8.8	   7.4ml	  
H2O	  ultra	  pura	   6.28ml	   H2O	  ultra	  pura	   10.25ml	  
SDS	  10%	   100µl	   SDS	  10%	   300µl	  
TEMED	   20µl	   TEMED	   30µl	  
APS	  20%	   100µl	   APS	  20%	   200µl	  
Tabla	  3:	  Composición	  	  de	  	  los	  geles	  de	  poliacrilamida.	  
3.4.3.2 Detección de proteínas  (Western blot) 
Cuando	  la	  electroforesis	  ha	  finalizado	  se	  procede	  a	  la	  transferencia	  de	  las	  proteínas	  a	  
la	  membrana	  de	  PVDF	  (polyvinylidene difluoride).	  La	  transferencia	  se	  realiza	  en	  semi-­‐
seco,	  siguiendo	  las	  instrucciones	  del	  fabricante	  (Trans-­‐Blot	  Turbo	  Transfer	  System,	  Bio-­‐
Rad).	  	  
Una	  vez	  finalizada	  la	  transferencia	  lavamos	  la	  membrana	  con	  Tampón	  TBS-­‐T	  antes	  de	  
proceder	   al	   bloqueo	   de	   la	  misma	   durante	   1h	   a	   temperatura	   ambiente.	   Después,	   se	  
realizan	   tres	   lavados	   consecutivos	   de	   la	  membrana	   con	   TBS-­‐T.	   En	   este	  momento	   la	  
membrana	   está	   preparada	   para	   realizar	   la	   inmunodetección	   con	   el	   anticuerpo	  
primario.	   En	   función	   de	   la	   proteína	   que	   queremos	   detectar	   incubamos	   con	   el	  
anticuerpo	  policlonal	  de	  ratón	  anti-­‐MICU1	  durante	  1h	  a	  temperatura	  ambiente	  (1:500,	  
Abnova),	  con	  el	  anticuerpo	  policlonal	  de	  conejo	  anti-­‐MCU	  toda	  la	  noche	  a	  4°C	  (1:600,	  
Epitomics)	   o	   con	   el	   anticuerpo	   policlonal	   de	   conejo	   anti-­‐MICU2	   toda	   la	   noche	   a	   4°C	  
(1/250,	  Abcam).	  Como	  control	  de	  carga	  se	  utiliza	  un	  anticuerpo	  monoclonal	  de	  ratón	  	  
anti-­‐actina	   (1:10000,	   BD	   Sciences).	   Una	   vez	   realizada	   la	   incubación	   del	   anticuerpo	  
primario	  se	  realizan	  otros	  tres	  lavados	  con	  TBS-­‐T	  para	  poder	  realizar	  la	  incubación	  del	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anticuerpo	  secundario	  anti-­‐IgG	  de	  ratón	  	  (1:10000)	  o	  de	  conejo	  (1:4000),	  dependiendo	  
del	   anticuerpo	   primario	   utilizado,	   conjugado	   con	   HRP	   (horseradish	   peroxidase)	  
(Amersham),	  esta	   incubación	  se	  realiza	  en	  todos	   los	  casos	  durante	  1h	  a	  temperatura	  
ambiente.	   La	   proteína	   de	   interés	   se	   detecta	   por	   quimioluminiscencia	   (SuperSignal	  
West	  Femto,	  Thermo	  Scientific)	  utilizando	  el	  lector	  de	  geles	  Versadoc	  5000	  (Bio-­‐Rad)	  y	  
el	   programa	   Quantity	   One	   (Bio-­‐Rad)	   para	   capturar	   la	   imagen.	   La	   cuantificación	   se	  
realiza	  con	  el	  programa	  ImageJ.	  
3.4.4 Materiales de análisis de proteínas 
Nombre	   Componentes	  
Tampón	  de	  lisis	   RIPA:	   Tris-­‐HCl	   50mM	   (pH8),	   NaCl	   150mM,	   SDS	   0.1%,	   Na-­‐Deoxycholate	  
0.5%,	  NP40	  1%.	  
Coctel	   de	   proteasas:	   PMSF	   1mM,	   Na-­‐ortofosfato	   1mM,	   Inhibidor	   de	  
tripsina	  1µM,	  Leupeptina	  1µM,	  Pestatina	  1µM,	  Aprotinina	  1µM.	  
Tampón	  de	  carga	   Tris-­‐HCl	   50mM	   pH6.8,	   SDS	   2%,	   Bromofenol	   0.02%,	   2-­‐â-­‐Mercaptoetanol	  
1%,	  10%	  Glicerol.	  
Tampón	   de	  
electroforesis	  10X	  
TRIS-­‐base	  250mM	  pH8,	  Glicina	  192mM,	  SDS	  1%.	  Se	  trabaja	  a	  1X.	  
Tampón	   de	  
transferencia	  10X	  
TRIS-­‐base	   250mM	   pH8,	   Glicina	   192mM,	  Metanol	   20%.	   Se	   trabaja	   a	   1X.	  
Este	  tampón	  se	  ha	  de	  mantener	  a	  4°C.	  
Tampón	  de	   TBS-­‐T	  
10X	  
TRIS-­‐base	  200mM,	  NaCl	  9%,	  Tween-­‐20	  0.1%.	  Se	   trabaja	  al	  1x	  y	  se	  utiliza	  
para	   realizar	   los	   lavados	   y	   el	   bloqueo	   de	   la	  membrana	   de	   PVDF	   y	   para	  
incubar	  los	  anticuerpos.	  
Solución	   de	  
bloqueo	  
Tampón	  TBS-­‐T	  con	  5%	  de	  leche	  desnatada	  en	  polvo.	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3.5 Medida de la concentración de calcio en poblaciones celulares 
3.5.1 Aequorina 
Las	  medidas	  de	   calcio	   intracelulares	   se	  han	   realizado	   con	   aequorina	   (Fig.	   10)	   que	  es	  
una	   fotoproteína	   sensible	   a	   calcio	   procedente	   de	   la	   medusa	   Aequoria	   Victoria.	   La	  
aequorina	   está	   constituida	   por	   una	   apoproteína	   de	   aproximadamente	   21kDa	   con	  
cuatro	  dominios	  de	  unión	  a	  calcio,	  de	  los	  cuales	  sólo	  tres	  son	  funcionales,	  y	  su	  grupo	  
prostético	  la	  celenterazina,	  con	  un	  peso	  molecular	  de	  423Da	  (Shimomura	  et	  al.,	  1996).	  
	  
Figura	  10:	  Representación	  de	  la	  proteína	  aequorina.	  
Una	   vez	   que	   la	   apoproteína	   y	   la	   celenterazina	   se	   unen,	   proceso	   denominado	  
reconstitución,	   se	   produce	   la	   reacción	   de	   bioluminiscencia.	   Para	   ello	   es	   necesaria	   la	  
presencia	  de	  oxígeno	  y	   calcio	  en	  el	  medio,	   ya	  que	  al	  unirse	  el	   calcio	  a	   la	  proteína	   la	  
celenterazina	   se	   oxida	   y	   produce	   celenteramida,	   CO2	   y	   un	   fotón	   (Figura	   11).	   Cada	  
molécula	   de	   aequorina	   emite	   un	   fotón	   (470nm),	   por	   lo	   que	   la	   cantidad	   de	   fotones	  
emitidos	  es	  proporcional	  al	  calcio	  libre	  que	  hay	  en	  el	  medio.	  Esta	  reacción	  se	  considera	  
irreversible	  en	  condiciones	  experimentales	  y	  la	  sonda	  se	  va	  consumiendo	  a	  lo	  largo	  del	  
experimento.	   Este	   hecho	   es	   utilizado	   para	   obtener	   los	   valores	   de	   concentración	   de	  
calcio	   a	   lo	   largo	   del	   experimento	   como	   se	   explica	   en	   el	   apartado	   Medida	   de	   la	  
concentración	  de	  calcio	  en	  célula	  única.	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Figura	  11:	  Representación	  de	  la	  reacción	  llevada	  a	  cabo	  por	  la	  celenterazina.	  
Durante	   los	   años	   60	   y	   70,	   la	   proteína	   se	   purificaba	   desde	   la	   medusa	   y	   se	  
microinyectaba	   en	   las	   células	   para	   medir	   concentraciones	   de	   calcio	   citosólicas.	  
Posteriormente,	   gracias	   a	   las	   técnicas	   de	   DNA	   recombinante,	   se	   clonó	   el	   cDNA	  
codificante	   para	   la	   proteína	   permitiendo	   su	   expresión	   en	   diferentes	   tipos	   celulares.	  
Además,	   se	   han	   generado	   aequorinas	   recombinantes	   dirigidas	   específicamente	   a	  
diferentes	  compartimentos	  subcelulares,	  donde	  se	  realizan	  medidas	  de	  concentración	  
de	   calcio	   (gracias	   a	   que	   la	   aequorina	   mantiene	   sus	   propiedades	   de	   luminiscencia	   y	  
sensibilidad	   a	   calcio).	   	   En	   ciertas	   ocasiones	   la	   afinidad	   de	   la	   proteína	   por	   calcio	  
resultaba	  demasiado	  alta,	  por	  lo	  que	  a	  través	  de	  mutagénesis	  dirigida	  se	  ha	  disminuido	  
esta	  afinidad.	  	  
En	  este	  trabajo	  se	  han	  utilizado	  aequorinas	  dirigidas	  al	  citosol,	  mitocondria	  y	  retículo	  
endoplásmico	   (Fig.	  12).	  Previo	  a	   la	   secuencia	  de	  aequorina	   se	  han	   incorporado	  en	  el	  
extremo	   5´	   nueve	   aminoácidos	   del	   epítopo	   derivado	   de	   la	   hemoglutinina	   (HA1),	  
mediante	   el	   cual	   podemos	   verificar	   la	   localización	   de	   la	   proteína	   a	   través	   de	  
inmunocitoquímica	   (Brini	   et	   al.,	   1995).	   Además	   de	   esta	   modificación,	   la	   aequorina	  
dirigida	   a	   mitocondria	   incorpora,	   previamente	   a	   la	   secuencia	   de	   aequorina,	   la	  
presecuencia	  mitocondrial	  derivada	  de	  una	  parte	  de	  la	  subunidad	  VIII	  de	  la	  citocromo	  c	  
oxidasa	  humana	  (COX)	  (Rizzuto	  et	  al.,	  1992).	  Para	  dirigir	   la	  proteína	  al	  retículo	  sarco-­‐
endoplásmico	  se	  ha	  clonado	  parte	  de	  la	  cadena	  pesada	  de	  la	  inmunoglobulina	  murina	  
IgM,	   concretamente	   la	   secuencia	   señal	   L	   que	   dirige	   la	   proteína	   al	   retículo	   sarco-­‐
endoplasmático	   y	   los	   dominios	   VDJ	   y	   CH1,	   este	   último	   se	   une	   a	   chaperona	   BIP	  
reteniendo	  la	  proteína	  en	  el	  retículo	  sarco-­‐endoplásmico	  (Montero	  et	  al.,	  1995).	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Figura	   12:	   Esquema	   de	   las	   diferentes	   	   aequorinas	   utilizadas.	   A:	   Secuencia	  de	   la	  aequorina	   citosólica	  
(Brini	  et	  al.,	  1995).	  B:	  Secuencia	  de	  la	  aequorina	  mitocondrial	  mutada	  (Rizzuto	  et	  al.,	  1992).	  C:	  
Secuencia	   de	   la	   aequorina	   mitocondrial	   doblemente	   mutada	   (de	   la	   Fuente	   et	   al.,	   2012).	   D:	  
Secuencia	   de	   la	   aequorina	   dirigida	   al	   retículo	   sarco-­‐endoplásmico	   doblemente	   mutada	  
(Montero	  et	  al.,	  1995).	  
Para	  medir	   las	  concentraciones	  de	  calcio	  presentes	  en	  el	  retículo	  o	   la	  mitocondria	  es	  
necesario	  disminuir	   la	   afinidad	  de	   la	   aequorina.	   Para	   ello	   se	   introdujo	  una	  mutación	  
puntual	   en	   el	   tercer	   dominio	   de	   unión	   a	   calcio,	   en	   la	   posición	   119,	   que	   cambia	  
aspartato	   por	   alanina	   (119-­‐Asp/Ala).	   Esta	   nueva	   aequorina,	   denominada	   mutAEQ,	  
redujo	   la	   afinidad	   de	   la	   proteína	   en	   un	   orden	   de	   magnitud	   permitiendo	   realizar	  
medidas	   de	   calcio	   hasta	   100μM	   (Kendall	   et	   al.,	   1992).	   	   Para	   disminuir	   aun	   más	   la	  
afinidad,	  se	  ha	  introducido	  otra	  mutación	  puntual,	  en	  este	  caso	  en	  el	  primer	  dominio	  
de	  unión	  a	  calcio,	  en	  la	  posición	  28,	  que	  sustituye	  un	  residuo	  de	  asparragina	  por	  uno	  
de	   leucina	   (28-­‐Asn/Leu).	   La	   aequorina	   doblemente	   mutada	   (LAAEQ),	   posee	   una	  
afinidad	  10	  veces	  menor	  que	  la	  aequorina	  con	  una	  sola	  mutación	  (de	  la	  Fuente	  et	  al.,	  
2012).	   Para	   conseguir	   rangos	   más	   amplios	   de	   medida	   de	   calcio,	   se	   combinan	   las	  
aequorinas	   con	   celenterazinas	   semisintéticas	   (Tabla	   4),	   que	   disminuyen	   aún	   más	   la	  
afinidad	   por	   calcio,	   en	   este	   caso	   se	   han	   utilizado	   celenterazina	   nativa	   (w)	   y	  
semisintética	  (i).	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   Celenterazina	  w	   Celenterazina	  	  i	  
AEQ	  wt	   0.1-­‐5µM	   -­‐-­‐	  
mutAEQ	   2-­‐100	  µM	   -­‐-­‐	  
LAAEQ	   20-­‐500µM	   100µM	  -­‐1mM	  
Tabla	  4:	  Rangos	  de	  medida	  de	  concentraciones	  de	  calcio	  para	  cada	  una	  de	  las	  
combinaciones	  y	  celenterazinas.	  
3.5.2 Luminómetro 
Los	   fotones	   emitidos	   por	   la	   aequorina	   durante	   el	   experimento	   son	   captados	   por	   un	  
luminómetro	  diseñado	  para	  esta	  función	  (Figura	  13).	  El	  equipo	  se	  encuentra	  alojado	  en	  
el	   interior	  de	  un	  frigorífico	  a	  4°C	  aislado	  de	  la	  luz,	  y	  está	  formado	  por	  una	  cámara	  de	  
perfusión	   de	   15mm	   de	   diámetro	   y	   2mm	   de	   profundidad,	   termostatizada	   por	   una	  
camisa	  de	  agua.	  Está	  construida	  en	  metacrilato	  negro	  a	  excepción	  de	  la	  base,	  donde	  se	  
aloja	  el	  cubre	  con	  las	  células,	  que	  es	  de	  aluminio	  reflectante,	  de	  esta	  manera	  todos	  los	  
fotones	   emitidos	   por	   la	   aequorina	   son	   captados	   por	   el	   fotomultiplicador.	   La	   cámara	  
posee	   dos	   orificios	   que	   permiten	   la	   entrada	   y	   salida	   de	   los	   diferentes	   medios.	   Los	  
medios	   se	   encuentran	   atemperados	  mediante	   el	   uso	   de	   un	   baño	   externo	   al	   equipo.	  
Para	   asegurar	   que	   la	   temperatura	   de	   trabajo	   es	   de	   37°C,	   se	   coloca	   un	   calentador	  
(Harvard	  Apparatus)	  cerca	  de	  la	  entrada	  de	  la	  vía	  de	  perfusión	  en	  la	  cámara.	  
Una	  vez	  introducido	  el	  cubre	  con	  las	  células	  sembradas	  en	  la	  cámara	  de	  medida,	  ésta	  
se	   ajusta	   debajo	   del	   fotomultiplicador	   de	   alta	   ganancia	   (EMI	   9789a,	   Electron	   tubes)	  
que	   capta	   los	   fotones	   emitidos	   por	   la	   aequorina	  mediante	   un	   fotocátodo	   de	   10mm	  
situado	  encima	  de	  la	  cámara	  de	  perfusión.	  La	  temperatura	  externa	  del	  sistema	  a	  4°C,	  
evita	  la	  emisión	  térmica	  de	  fotones	  reduciendo	  el	  ruido	  basal	  de	  la	  muestra	  de	  forma	  
considerable.	   El	   fotomultiplicador	   tiene	   una	   fuente	   de	   alto	   voltaje	   Thorm	   EMI	   y	   un	  
discriminador-­‐amplificador	   EMI	   AD2	   que	   envía	   la	   señal	   hacia	   un	   CT2	   Counter	   Timer	  
(Electron	  Tubes),	  desde	  el	  que	  se	  transfieren	  los	  datos	  al	  ordenador	  donde	  el	  programa	  
EM6	   counter/time	   (Electron	   Tubes)	   recoge	   los	   datos	   de	   luminiscencia	   por	   segundo.	  
Estos	   datos	   son	   transformados	   en	   concentración	   de	   calcio	   por	   un	   programa	   de	  
calibración	  diseñado	  previamente	  (Alvarez	  et	  al.,	  2002).	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Figura	  13:	  Esquema	  del	  equipo	  de	  luminiscencia	  utilizado	  en	  los	  experimentos	  de	  aequorina.	  
3.5.3 Transformación de los datos de luminiscencia en 
concentración de calcio 
Los	   datos	   de	   luminiscencia	   producidos	   durante	   el	   experimento	   se	   transforman	   en	  
concentración	  de	  calcio	  utilizando	  un	  programa	  informático.	  Este	  programa	  calcula	  las	  
fracciones	   L/Lmax	   en	   cada	   punto	   del	   experimento,	   donde	   L	   es	   el	   valor	   de	   la	  
luminiscencia	   (cuentas/segundo)	   en	   cada	   punto	   del	   experimento	   y	   Lmax	   es	   la	  
luminiscencia	  total	  del	  experimento,	  en	  ambos	  casos	  la	  luminiscencia	  basal	  es	  restada.	  
Los	   valores	   de	   L/Lmax	   obtenidos	   son	   transformados	   en	   valores	   de	   concentración	   de	  
calcio	  utilizando	  el	  siguiente	  algoritmo.	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𝐶𝑎!! 𝑀 = 𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜 + 𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜  𝑥  𝐾𝑇𝑅 − 1𝐾𝑅 − 𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜  𝑥  𝐾𝑅 	  
𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜 = 𝐿𝐿𝑚𝑎𝑥  𝑥  𝜆 !! 	  
Esta	  ecuación	  deriva	  de	  un	  modelo	  matemático	  que	  explica	  la	  proporción	  de	  emisión	  
de	  luz	  de	  la	  aequorina	  en	  función	  de	  la	  concentración	  de	  calcio	  (Allen	  et	  al.,	  1997).	  Los	  
valores	  de	  los	  diferentes	  parámetros	  para	  las	  diferentes	  combinaciones	  de	  aequorinas	  
y	  celenterazinas	  usadas	  en	  este	  trabajo	  se	  indican	  en	  la	  tabla	  5	  (Montero	  et	  al.,	  1997,	  
de	  la	  Fuente	  et	  al.,	  2012).	  
	   AEQwt	  
Celent	  w	  
mitmutAEQ	  
Celent	  w	  
LAmitAEQ	  
Celent	  w	  
LAmitAEQ	  
Celent	  i	  
LAerAEQ	  
Celent	  i	  
KR	   4.18	  x	  107	   1.61	  x	  107	   4.922	  x	  106	   56700	   56700	  
KTR	   601	   22000	   250000	   31480	   31480	  
n	   2,3	   1,43	   1,08	   1,089	   1,089	  
ë	   1	   1	   1	   0,4	   0,4	  
Tabla	  5:	  Parámetros	  de	  calibración	  de	  las	  diferentes	  aequorinas	  para	  37°C.	  
3.5.4 Medidas de concentración de calcio 
3.5.4.1 Soluciones  
Los	   experimentos	   de	   medida	   de	   la	   concentración	   de	   calcio	   en	   los	   distintos	  
compartimentos	  se	  han	  realizado	  utilizando	  una	  amplia	  variedad	  de	  medios	  en	  función	  
del	   tipo	   de	   experimento	   a	   desarrollar.	   A	   continuación	   se	   detalla	   la	   composición	   de	  
todos	  ellos	  en	  diferentes	  tablas.	  
Cuando	  se	  realizan	  experimentos	  en	  células	  intactas	  (ver	  tabla	  6),	  se	  utiliza	  un	  Medio	  
Externo	   con	   o	   sin	   calcio.	   El	   medio	   libre	   de	   calcio	   contiene	   EGTA	   que	   actúa	   como	  
quelante	  del	  ion.	  Estos	  medios	  remedan	  las	  condiciones	  fisiológicas	  de	  las	  células.	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   Medio	  Externo	  calcio	  1mM	   Medio	  Externo	  EGTA	  0.5mM	  
NaCl	   145mM	   145mM	  
KCl	   5mM	   5mM	  
MgCl2	   1mM	   1mM	  
Glucosa	   10mM	   10mM	  
HEPES	   10mM	   10mM	  
CaCl2	   1mM	   -­‐-­‐	  
EGTA	   -­‐-­‐	   0.5mM	  
Tabla	  6:	  Composición	  de	  los	  medios	  externos	  utilizados	  en	  células	  intactas.	  pH7.4	  
con	  NaOH.	  	  
Cuando	   los	   experimentos	   se	   realizan	   en	   células	   permeabilizadas,	   se	   utilizan	   medios	  
que	   recrean	   las	   condiciones	   fisiológicas	   internas	   de	   las	   células.	   Estos	   medios	   se	  
preparan	  en	  condiciones	  libres	  de	  calcio	  o	  con	  concentraciones	  conocidas	  del	  ion	  y	  un	  
quelante	   del	   mismo.	   El	   medio	   Interno	   EGTA	   0.5mM	   se	   utiliza	   como	  medio	   libre	   de	  
calcio.	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   Medio	  Interno	  
EGTA	  0.5mM	  
Medio	  Interno	  
EGTA	  1mM	  
Medio	  Interno	  
EGTA	  1mM	  	  
Ca2+	  1mM	  
Medio	  Interno	  
HEDTA	  5mM	  
KCl	   130mM	   130mM	   130mM	   130mM	  
NaCl	   10mM	   10mM	   10mM	   10mM	  
MgCl2	   1mM	   1mM	   1mM	   4.5mM	  
H2KPO4	   1mM	   1mM	   1mM	   1mM	  
HEPES	   20mM	   20mM	   20mM	   20mM	  
Succinato	   5mM	   5mM	   5mM	   5mM	  
Malato	   5mM	   5mM	   5mM	   5mM	  
Glutamato	   5mM	   5mM	   5mM	   5mM	  
ATP	  K+	   1mM	   1mM	   1mM	   1mM	  
ADP	   20µM	   20µM	   20µM	   20µM	  
EGTA	   0.5mM	   1mM	   1mM	   1mM	  
HEDTA	   -­‐-­‐	   -­‐-­‐	   -­‐-­‐	   5mM	  
CaCl2	   -­‐-­‐	   -­‐-­‐	   1mM	   -­‐-­‐	  
Tabla	  7:	  Composición	  de	  los	  medios	  internos	  utilizados	  en	  células	  permeabilizadas.	  pH7	  con	  KOH.	  
Para	   preparar	   medios	   con	   concentraciones	   de	   calcio	   en	   un	   rango	   entre	   100nM	   y	  
1.5µM,	  se	  utilizan	  los	  medios	  Internos	  EGTA	  1mM	  con	  y	  sin	  calcio,	  de	  tal	  manera	  que	  
las	   diferentes	   proporciones	   de	   ambos	   medios	   nos	   generan	   el	   rango	   de	  
concentraciones	   de	   calcio	   indicado.	   Las	   concentraciones	   de	   calcio	   que	   se	   indican	  
corresponden	  a	  calcio	  libre	  a	  37°C.	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   Medio	  Interno	  
EGTA	  1mM	  Ca2+	  
1mM	  
Medio	  Interno	  EGTA	  
1mM	  
[Ca2+]	  100nM	   22.4%	   77.6%	  
[Ca2+]	  200nM	   36.4%	   63.6%	  
[Ca2+]	  300nM	   46.3%	   53.7%	  
[Ca2+]	  400nM	   53.5%	   46.5%	  
[Ca2+]	  500nM	   59%	   41%	  
[Ca2+]	  700nM	   66.8%	   33.2%	  
[Ca2+]	  1µM	   74.4%	   25.6%	  
[Ca2+]	  1.5µM	   81.2%	   18.8%	  
Tabla	  8:	  Composición	  de	  los	  medios	  internos	  de	  concentraciones	  de	  calcio	  conocidas	  en	  
un	   rango	   de	   100nM	   a	   1.5µM,	   utilizados	   en	   células	   permeabilizadas.	   pH7	   con	  
KOH.	  
Para	   concentraciones	  de	   calcio	  entre	  2.5	  a	  10µM,	   se	  utiliza	  el	  Medio	   Interno	  HEDTA	  
5mM	  para	  preparar	  estos	  medios	  de	  concentración	  de	  calcio	  conocida.	  A	  este	  medio	  
se	  le	  añaden	  las	  cantidades	  necesarias	  de	  CaCl2	  y	  MgCl2	  para	  conseguir	  las	  diferentes	  
concentraciones	  de	  calcio	  libre	  a	  37°C.	  
	   CaCl2	   MgCl2	  
[Ca2+]	  2.5µM	   80µM	   1mM	  
[Ca2+]	  3.5µM	   110µM	   1mM	  
[Ca2+]	  4.5µM	   138µM	   1mM	  
[Ca2+]	  5.5µM	   165µM	   1mM	  
[Ca2+]	  7µM	   215µM	   0.9mM	  
[Ca2+]	  10µM	   303µM	   0.82mM	  
Tabla	  9:	  Composición	  de	  los	  medios	  internos	  de	  concentraciones	  de	  calcio	  conocidas	  en	  
un	   rango	   de	   1.5µM	   	   a	   10	   µM,	   utilizados	   en	   células	   permeabilizadas.	   pH7	   con	  
KOH.	  
                                                            Materiales y Métodos 
	  
72	  
	  
La	   permeabilización	   de	   las	   células	   se	   consigue	   perfundiendo	   las	  mismas	   durante	   un	  
minuto	  con	  medio	  Interno	  EGTA	  0.5mM	  sin	  ATP	  	  ni	  ADP	  suplementado	  con	  digitonina	  
100µM.	  Este	  detergente	  genera	  poros	  en	  la	  membrana	  celular	  dejando	  el	  interior	  de	  la	  
célula	  accesible	  a	  todos	  los	  medios	  que	  se	  perfunden	  después.	  
3.5.4.2 Determinación experimental 
Los	  experimentos	  de	  determinación	  de	  concentración	  de	  calcio	  en	  población	  celular,	  
dentro	  de	  los	  diferentes	  compartimentos	  celulares,	  se	  realizan	  a	  37°C	  a	  las	  48-­‐72h	  tras	  
la	  cotransfección	  de	  las	  células,	  sembradas	  en	  cristales	  de	  13mm	  de	  diámetro,	  con	  la	  
aequorina	  y	  el	  SH-­‐RNA	  de	  interés.	  O	  tras	  la	  transfección	  de	  la	  aequorina	  en	  los	  clones	  
estables	  con	  la	  proteína	  de	  interés	  silenciada.	  En	  primer	  lugar	  es	  necesario	  reconstituir	  
la	   aequorina	   con	   la	   celenterazina	   (Biotium)	   correspondiente	   w	   o	   i,	   incubando	   las	  
células	   en	  medio	   Externo	   calcio	   1mM	   con	   1µM	  de	   celenterazina	   durante	   1h	   para	   la	  
celenterazina	   w	   y	   1,5h	   para	   la	   celenterazina	   i	   a	   temperatura	   ambiente.	   Una	   vez	  
reconstituida	   la	   aequorina,	   el	   cubre	   con	   las	   células	   sembradas	   es	   introducido	   en	   la	  
cámara	   de	   perfusión	   del	   equipo	   de	   luminiscencia,	   y	   ésta	   es	   insertada	   en	   el	  
fotomultiplicador.	  
Al	  finalizar	  los	  experimentos,	  con	  el	  fin	  de	  consumir	  toda	  la	  aequorina	  y	  poder	  obtener	  
el	   valor	   de	   luminiscencia	   total	   (Lmax),	   se	   perfunde	   una	   solución	   de	   calcio	   10mM	  
acompañada	  de	  digitonina	  100µM	  (Sigma-­‐Aldrich),	  en	  el	  caso	  de	  ser	  células	   intactas,	  	  
que	  saturarápor	  completo	  de	  calcio	  y	  asegurará	  el	  consumo	  total	  de	  aequorina.	  
Los	  experimentos	  con	  células	  intactas	  se	  llevaron	  a	  cabo	  perfundiendo	  las	  células	  con	  
medio	   externo	   calcio	   1mM,	   al	   que	   se	   añaden	   los	   agonistas	   correspondientes,	   e.g.	  
Histamina	  (Sigma-­‐Aldrich).	  
En	   el	   caso	   de	   células	   permeabilizadas,	   se	   perfundió	   medio	   externo	   EGTA	   0.5mM	  
durante	  unos	  minutos	  para	  eliminar	  el	  calcio	  existente	  en	  el	  medio	  de	  reconstitución.	  
Seguidamente	  se	  permeabilizan	  las	  células	  perfundiendo	  el	  medio	  de	  permeabilización	  
durante	  un	  minuto	  y	  medio	  interno	  	  EGTA	  0.5mM	  después	  para	  estabilizar	  la	  señal	  de	  
luminiscencia	   basal.	   Posteriormente	   se	   perfunden	   los	   diferentes	   medios	   de	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concentración	   de	   calcio	   conocida.	   	   Sobre	   estos	   medios,	   se	   añadieron	   diferentes	  
inhibidores	  del	  MCU	  (Rojo	  de	  Rutenio,	  Ru360),	  el	  protonoforo	  FCCP,	  el	  antagonista	  del	  
Intercambiador	   Na+/Ca2+	   mitocondrial	   CGP37157	   (Tocris)	   y	   el	   modulador	   del	  
uniportador	  de	  calcio	  Mitocondrial	  Kaempherol	  (Sigma-­‐Aldrich).	  
3.5.5 Análisis estadístico 
Los	  análisis	  estadísticos	  y	  gráficos	  se	  han	  realizado	  con	  el	  programa	  Origin	  8.5	  (Origin	  
Lab).	  Los	  datos	  se	  han	  calculado	  a	  partir	  de	  un	  mínimo	  de	  tres	  experimentos	  similares	  
como	   la	   media	   ±	   el	   error	   estándar.	   	   Las	   diferencias	   entre	   las	   poblaciones	   se	   han	  
determinado	  utilizando	  el	  análisis	  de	  varianza	  ANOVA.	  La	  significación	  se	  muestra	  de	  
forma	  estándar	  como	  *	  p	  <	  0.05,	  **	  p	  <	  0.01	  y	  ***	  p	  <	  0.005.	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3.5.6 Equipo de imagen  
Los	  registros	  de	  célula	  única,	  se	  han	  realizado	  sobre	  cubres	  de	  12mm	  donde	  han	  sido	  
sembradas	   las	  células.	  Estos	  cubreobjetos	  se	   introducen	  en	  una	  cámara	  de	  perfusión	  
conectada	   a	   un	   sistema	   de	   válvulas	   por	   la	   que	   se	   perfunden	   los	   diferentes	   medios	  
atemperados	   a	   37°C	   por	   un	   calentador	   (Harvard	   apparatus)	   acoplado	   a	   la	   vía.	   La	  
cámara	  de	  perfusión	  se	  acopla	  a	  un	  microscopio	   invertido	  de	   fluorescencia	   (Axiovert	  
200,	  Carl	  Zeiss,	  Jena;	  Germany).	  La	  fuente	  de	  luz	  es	  una	  lámpara	  de	  Xenón	  acoplada	  a	  
un	  monocromador	  (Cairn	  Optoscan).	  La	  luz	  emitida	  es	  capturada	  por	  la	  cámara	  digital	  
Cool	  SNAP	  de	  Roper	  Scientific.	  Las	  imágenes	  son	  procesadas	  con	  el	  programa	  Imaging	  
Workbench	  6.0	  (Figura	  14).	  
	  
Figura	  14:	  Equipo	  de	  imagen.	  La	  luz	  procedente	  de	  la	  lámpara	  de	  Xenón	  atraviesa	  el	  monocromador	  y	  se	  
refleja	   sobre	   un	   espejo	   dicroico	   excitando	   la	   muestra	   que	   se	   encuentra	   en	   la	   cámara	   de	  
perfusión.	  La	  luz	  emitida	  por	  la	  muestra	  atraviesa	  el	  filtro	  de	  emisión.	  Finalmente	  las	  imágenes	  
se	  graban	  en	  la	  cámara	  digital	  y	  son	  analizados	  con	  el	  programa	  Imaging	  Workbench	  6.0.	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3.5.7 Medida del potencial de membrana mitocondrial 
El	  potencial	  de	  membrana	  mitocondrial	  se	  ha	  registrado	  con	  el	  indicador	  fluorescente	  
TMRE	  (tetramethyl	  rhodamine	  ethyl	  ester,	  Fig.	  15).	  Este	  se	  acumula	  en	  la	  mitocondria	  
gracias	  al	  potencial	  negativo	  de	  la	  matriz	  mitocondrial.	  
	  
Figura	  15:	  Estructura	  molecular	  del	  TMRE.	  
Las	   células	   HeLa	   se	   incuban	   durante	   un	   minuto	   en	   agitación	   con	   TMRE	   100nM	  
(Biotium)	   en	   medio	   externo	   calcio.	   Se	   lavan	   las	   células	   con	   ese	   mismo	   medio	   y	   se	  
colocan	  en	  la	  cámara	  de	  perfusión	  del	  microscopio	  de	  fluorescencia	  Zeiss	  Axiovert	  200.	  
Las	  células	  se	  mantienen	  en	  perfusión	  continua	  a	  37°C.	  Los	  experimentos	  se	   realizan	  
en	   células	   permeabilizadas	   perfundidas	   con	  medios	   internos	   con	   TMRE	   20nM	   hasta	  
alcanzar	  un	  estado	  de	  fluorescencia	  estable.	  
Este	   colorante	   se	   excita	   a	   una	   longitud	   de	   onda	   de	   540nm,	   utilizando	   un	  
monocromador	   Cairn	   (200ms	   de	   excitación	   cada	   2	   segundos)	   y	   la	   emisión	   de	  	  
fluorescencia	  	  se	  recoge	  entre	  570	  y	  630nm	  con	  un	  objetivo	  Fluar	  40X.	  Las	  imágenes	  se	  
registran	   con	   la	   cámara	   digital	   Cool	   SNAP	   de	   Roper	   Scientific	   y	   se	   analizan	   con	   el	  
programa	  Imaging	  Workbench	  6.0.	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4.1  Efecto del silenciamiento de MCU 
4.1.1 Generación de clones estables con MCU silenciado 
Para	  estudiar	  la	  función	  de	  la	  proteína	  MCU,	  se	  han	  realizado	  transfecciones	  estables	  
en	   la	   línea	   HeLa	   con	   el	   sh-­‐RNA	   de	   MCU	   y	   se	   han	   seleccionado	   las	   poblaciones	  
transfectadas	   correctamente	   añadiendo	   Puromicina	   1µg/ml	   al	   medio	   de	   cultivo.	   Se	  
han	   elegido	   varios	   clones	   con	   la	   proteína	   silenciada,	   con	   los	   que	   se	   han	   realizado	  
análisis	  funcionales	  de	  captación	  de	  calcio	  mitocondrial	  para	  identificar	  aquellos	  en	  los	  
que	   el	   silenciamiento	   fue	  más	   efectivo.	   Finalmente,	   se	   ha	   seleccionado	   el	   clon	   SH1-­‐
MCU#5.	   También	   se	   ha	   generado	   un	   clon	   estable	   con	   	   el	   sh-­‐RNA	  mezcla,	   que	   se	   ha	  	  
utilizado	  como	  control	  negativo	  de	  silenciamiento,	  en	  concreto	  el	  clon	  SHsc-­‐MCU#5.	  
Tras	  la	  obtención	  del	  clon,	  se	  estudia	  el	  nivel	  de	  silenciamiento	  de	  la	  proteína	  MCU	  por	  
medio	   de	   Western	   blot.	   En	   la	   figura	   16	   podemos	   observar	   como	   el	   nivel	   de	  
silenciamiento	  de	   la	  proteína	  MCU	  en	  el	  clon	  SH1-­‐MCU#5	  (sh-­‐clon)	  es	  prácticamente	  
total	  con	  respecto	  al	  clon	  de	  control	  negativo	  de	  silenciamiento	  SHsc-­‐MCU#5	  (sc-­‐clon).	  
Los	  valores	  se	  encuentran	  normalizados	  en	  relación	  a	   la	  proteína	  actina,	  usada	  como	  
control	  de	  carga.	  Los	  resultados	  son	  medias	  ±	  e.e.m.	  de	  9	  muestras,	  correspondientes	  
a	  tres	  extracciones	  diferentes	  por	  triplicado.	  La	  proteína	  MCU	  tiene	  un	  peso	  molecular	  
de	  40kDa	  y	  la	  actina	  de	  42kDa.	  
	  
Figura	  16:	  Cuantificación	  de	  la	  expresión	  de	  MCU	  por	  Western	  blot.	  Análisis	  de	  la	  densitometría	  de	  los	  
Western	  blot	  de	  MCU	   	  normalizados	   con	   	   su	   correspondiente	  actina.	   Los	   valores	   se	  muestran	  
como	  la	  media	  ±	  e.e.m.	  de	  los	  niveles	  de	  MCU	  de	  n=9	  (tres	  extracciones	  diferentes	  por	  triplicado	  
de	  los	  clones	  SH1-­‐MCU#5	  (sh-­‐clon)	  y	  SHsc-­‐MCU#3	  (sc-­‐clon)).	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4.1.2 Efecto del silenciamiento de MCU en la dinámica de calcio 
mitocondrial y reticular 
Para	   estudiar	   el	   efecto	   del	   silenciamiento	   de	   MCU	   sobre	   la	   dinámica	   de	   calcio	   en	  
diferentes	   compartimentos	   subcelulares	   como	   la	   mitocondria	   y	   el	   retículo	  
endoplásmico,	   se	   han	   transfectado	   las	   aequorinas	   correspondientes	   en	   los	   clones	  
estables	  de	  MCU	  silenciado	  o	  control.	  
Para	  el	  estudio	  de	   la	  dinámica	  de	  calcio	  mitocondrial,	   se	  han	  realizado	  experimentos	  
de	   captación	   de	   calcio	   mitocondrial	   inducido	   por	   histamina	   así	   como	   ensayos	   en	  
células	  permeabilizadas	  con	  tampones	  de	  calcio	  de	  concentración	  conocida.	  
Los	   experimentos	   llevados	   a	   cabo	   en	   el	   retículo	   endoplásmico	   se	   han	   realizado	  
depletando	   las	   células	   de	   calcio	   con	   BHQ	   10µM	   (inhibidor	   de	   la	   SERCA)	   en	   medio	  
externo	  EGTA	  para	  permitir	   la	   reconstitución	   con	   celenterazina,	   y	  posteriormente	   se	  
han	   rellenado	   los	   depósitos	   con	   medio	   externo	   calcio	   durante	   el	   experimento.	   Por	  
último	   se	   estimulan	   las	   células	   con	   histamina,	   provocando	   una	   liberación	   de	   calcio	  
desde	  el	  retículo	  endoplásmico	  a	  través	  del	  receptor	  de	  IP3.	  
El	  pico	  de	  calcio	  mitocondrial	  inducido	  por	  histamina	  100µM	  en	  las	  células	  con	  el	  MCU	  
silenciado	   es	   muy	   pequeño,	   	   mientras	   que	   en	   las	   células	   control	   el	   pico	   de	   calcio	  
mitocondrial	   tiene	   un	   valor	   de	   40µM,	   un	   	   valor	   	   similar	   a	   los	   obtenidos	   en	  
experimentos	   previos	   en	   nuestro	   laboratorio	   (Fig.	   17a).	   Los	   experimentos	   se	   han	  
realizado	  usando	  aequorina	  mitocondrial	  mutada	   y	   los	   resultados	   son	  media	  de	   tres	  
experimentos	  diferentes.	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Figura	   17:	   Efecto	   del	   silenciamiento	   de	   MCU	   en	   la	   dinámica	   de	   calcio	   mitocondrial	   y	   del	   retículo	  
endoplásmico.	   (a)	  Picos	  de	  calcio	  mitocondrial	   inducidos	  por	  histamina	  100µM	  (His)	  en	  clones	  
estables	   de	   SH1-­‐MCU#5	   (sh,	   rojo)	   o	   de	   SHsc-­‐MCU#5	   (sc,	   negro).	   Las	   células	   han	   sido	  
transfectadas	   con	  aequorina	  mutada	  dirigida	  a	   la	  mitocondria	   (mitmutAEQ,	   celenterazina	  w).	  
Los	   resultados	   son	   medias	   de	   tres	   experimentos	   diferentes.	   	   (b)	   Perfusión	   de	   un	   tampón	   de	  
concentración	   de	   calcio	   7µM	   sobre	   células	   permeabilizadas.	   Los	   clones	   estables	   con	   MCU	  
silenciado	   (sh)	   o	   control	   (sc)	   están	   transfectados	   con	   aequorina	   mitocondrial	   	   doblemente	  
mutada	  (LAmitAEQ,	  celenterazina	  i).	  Los	  resultados	  son	  medias	  de	  tres	  experimentos	  diferentes.	  	  
Cuando	   analizamos	   la	   captación	   de	   calcio	   mitocondrial	   en	   células	   permeabilizadas,	  
observamos	   que	   la	   captación	   de	   calcio	   en	   las	   células	   con	   MCU	   silenciado	   es	  
prácticamente	   nula	   mientras	   que	   las	   células	   control	   tienen	   una	   captación	   de	   calcio	  
hasta	   niveles	   de	   500µM,	   valor	   similar	   a	   los	   obtenidos	   previamente	   en	   nuestro	  
laboratorio	   para	   la	   concentración	   de	   calcio	   del	   tampón	   perfundido	   (7µM,	   Fig.	   17b).	  
Para	   realizar	   los	   experimentos	   las	   células	   han	   sido	   transfectadas	   con	   aequorina	  
mitocondrial	   doblemente	   mutada.	   Se	   han	   utilizado	   tampones	   de	   diferentes	  
concentraciones	   de	   calcio	   con	   el	   mismo	   resultado	   aunque	   aquí	   solo	   se	   muestra	   la	  
gráfica	   correspondiente	   al	   tampón	   de	   calcio	   de	   concentración	   7µM.	   Todos	   los	  
experimentos	  realizados	  confirman	  la	  abolición	  casi	  completa	  de	  la	  captación	  de	  calcio	  
mitocondrial	  cuando	  el	  MCU	  ha	  sido	  silenciado.	  
Los	  estudios	   realizados	  en	   retículo	   con	   células	  depletadas	  de	   calcio	   se	  han	   llevado	  a	  
cabo	   usando	   la	   aequorina	   dirigida	   a	   retículo	   endoplásmico	   doblemente	   mutada	  
reconstituida	  con	  celenterazina	   i.	  La	   figura	  18	  muestra	   la	  concentración	  de	  calcio	  del	  
retículo	  durante	  el	   rellenado	  de	   calcio	   y	  durante	   la	   liberación	  de	   calcio	   inducida	  por	  
histamina	   100µM.	   La	   concentración	   de	   calcio	   del	   retículo	   después	   del	   rellenado	   es	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mayor	  en	  las	  células	  con	  MCU	  silenciado	  que	  en	  las	  células	  control	  (media	  ±	  e.e.m.	  de	  
n=3)	   (Fig.	   18b).	   La	   velocidad	   de	   liberación	   de	   calcio	   desde	   el	   retículo	   inducida	   por	  
histamina	   es	   en	   cambio	   menor	   en	   las	   células	   silenciadas	   para	   MCU	   respecto	   a	   las	  
células	  control	  (media	  ±	  e.e.m.	  de	  n=3)	  (Fig.	  18c).	  
	  
Figura	  18:	  Efecto	  del	   silenciamiento	  de	  MCU	  en	   la	  dinámica	  de	   calcio	  del	   retículo	  endoplásmico.	   (a)	  
Células	  transfectadas	  con	  LAerAEQ	  y	  depletadas	  con	  BHQ	  10µM.	  Rellenado	  de	  calcio	  del	  retículo	  
endoplásmico	   y	   liberación	   de	   calcio	   del	   mismo	   inducida	   por	   histamina	   100µM.	   (b)	  
Concentración	   de	   calcio	   del	   retículo	   endoplásmico	   una	   vez	   rellenado,	   en	   las	   células	   con	  MCU	  
silenciado	   (shMCU,	  rojo)	   	  y	  en	  el	  control	   (SC,	  negro)	   (media	  ±	  e.e.m.	  de	  n=3).	   (c)	  Velocidad	  de	  
liberación	  de	  calcio	  desde	  el	   retículo	  endoplásmico	   inducido	  por	  histamina	   (media	  ±	  e.e.m.	  de	  
n=3).	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4.2  Efecto del silenciamiento de MICU1 
Con	  el	  fin	  de	  estudiar	  el	  efecto	  del	  silenciamiento	  de	  MICU1	  en	  la	  cinética	  de	  captación	  
de	   Calcio	   mitocondrial	   en	   células	   HeLa,	   hemos	   generado	   clones	   estables	   con	   la	  
proteína	   silenciada	   o	   bien	   se	   ha	   silenciado	   de	   forma	   transitoria.	   En	   estas	   células	  
modificadas,	   hemos	   realizado	   diferentes	   experimentos	   funcionales	   donde	   hemos	  
medido	   las	   concentraciones	   de	   calcio	   mitocondrial	   para	   poder	   determinar	   cómo	   el	  
silenciamiento	  de	  MICU1	  afecta	  en	  la	  dinámica	  de	  calcio	  mitocondrial	  normal.	  
4.2.1 Generación de clones estables con MICU1 silenciado 
Para	  estudiar	  la	  función	  de	  la	  proteína	  MICU1,	  se	  han	  generado	  clones	  estables	  con	  la	  
proteína	   silenciada	   mediante	   RNA	   de	   interferencia	   como	   se	   ha	   explicado	  
anteriormente	   en	   Materiales	   y	   métodos.	   Una	   vez	   generados	   los	   clones,	   y	  
seleccionados	   con	   Puromicina,	   se	   ha	   escogido	   el	   que	   tenía	   una	   mayor	   respuesta	  
funcional,	   de	   acuerdo	   con	   los	   experimentos	   de	   silenciamiento	   transitorio.	   El	   clon	  
seleccionado	  finalmente	  fue	  el	  SH3-­‐MICU1#3.	  
El	  nivel	  de	  silenciamiento	  de	  MICU1	  se	  ha	  determinado	  por	  Western	  blot.	  Como	  vemos	  
en	  la	  figura	  19,	  el	  grado	  de	  silenciamiento	  del	  clon	  con	  MICU1	  silenciado	  (sh,	  rojo)	  es	  
del	  50%	  respecto	  al	  clon	  control	  (sc,	  negro).	  Estos	  valores	  están	  normalizados	  teniendo	  
en	  cuenta	  la	  expresión	  de	  la	  proteína	  actina	  usada	  como	  control	  interno	  de	  carga.	  Los	  
resultados	   son	   medias	   ±	   el	   error	   estándar	   de	   la	   media	   de	   12	   muestras,	  
correspondientes	  a	  cuatro	  extracciones	  de	  proteínas	  diferentes	  por	  triplicado.	  MICU1	  
tiene	  un	  peso	  molecular	  de	  37kDa	  y	  la	  proteína	  actina	  de	  42kDa.	  
	  El	   grado	  de	   silenciamiento	  de	   las	   células	   transfectadas	  de	   forma	   transitoria	   fue	  más	  
difícil	   de	   estimar	   debido	   a	   las	   diferencias	   en	   los	   porcentajes	   de	   transfección.	   	   Los	  
cambios	  en	  la	  dinámica	  de	  captación	  de	  calcio	  mitocondrial	  observados	  en	  	  los	  clones	  
estables	   y	   en	   	   las	   transfecciones	   transitorias	   fueron	  muy	   similares.	   Sin	   embargo,	   los	  
efectos	   	   obtenidos	   en	   los	   clones	   estables	   tuvieron	   siempre	  menor	  magnitud	  que	   los	  
obtenidos	  en	  transfecciones	  transitorias,	  sugiriendo	  que	  el	  grado	  de	  silenciamiento	  en	  
las	  transfecciones	  transitorias	  es	  mayor.	  Por	  otro	   lado,	  no	  se	  encontraron	  diferencias	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en	  la	  captación	  de	  calcio	  mitocondrial	  de	  las	  células	  transfectadas	  de	  forma	  transitoria	  
durante	  48	  ó	  72h,	  lo	  que	  indica	  que	  el	  recambio	  de	  MICU1	  es	  muy	  alto.	  
	  
	  
	  
Figura	  19:	  Cuantificación	  de	   la	  expresión	  de	  MICU1	  por	  Western	  blot.	  Análisis	  de	  la	  densitometría	  de	  
los	   Western	   blot	   de	   MICU1	   	   normalizados	   con	   	   su	   correspondiente	   actina.	   Los	   valores	   se	  
muestran	   como	   la	   media	   ±	   e.e.m.	   de	   los	   niveles	   de	   MICU1	   de	   n=12	   (cuatro	   extracciones	  
diferentes	  por	  triplicado	  de	  los	  clones	  SH3-­‐MICU1#3	  (sh-­‐clon)	  y	  SHsc-­‐MCU#3	  (sc-­‐clon)).	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4.2.2 Pico de calcio mitocondrial inducido por histamina. 
Para	   determinar	   cómo	   afecta	   el	   silenciamiento	   de	   MICU1	   a	   la	   dinámica	   de	   calcio	  
mitocondrial,	  en	  primer	  lugar	  estudiamos	  la	  captación	  de	  calcio	  mitocondrial	  	  inducida	  
por	  un	  estímulo	  de	  histamina	  en	  células	  intactas.	  Este	  estímulo	  lleva	  a	  la	  producción	  de	  
IP3	  que	  al	  unirse	  a	   su	   receptor	  en	  el	   retículo	  endoplásmico	   	  provoca	   la	   liberación	  de	  
calcio	  del	  mismo.	  Parte	  de	  este	  calcio	  es	  captado	  por	  la	  mitocondria	  para	  tamponar	  el	  
aumento	  de	  la	  concentración	  de	  calcio	  citosólica.	  
	  En	  este	   caso,	   se	  ha	  utilizado	   la	  histamina	   como	  estímulo	  para	   las	   células,	   las	   cuales	  
estaban	  co-­‐transfectadas	  de	  forma	  transitoria	  con	  el	  sh-­‐RNA	  de	  MICU1	  (sh,	  en	  rojo)	  o	  
con	   el	   sh-­‐RNA	   de	   control	   (sc,	   en	   negro),	   que	   se	   utiliza	   como	   control	   negativo	   de	  
silenciamiento	   y	   con	   aequorina	   mutada	   dirigida	   a	   la	   mitocondria	   (mitmutAEQ).	   En	  
estos	  experimentos	  la	  aequorina	  fue	  reconstituida	  con	  celenterazina	  w.	  
El	  efecto	  del	  silenciamiento	  de	  MICU1	  en	  el	  pico	  de	  calcio	  mitocondrial	   inducido	  por	  
histamina	   se	   muestra	   en	   la	   figura	   20.	   Cuando	   estimulamos	   las	   células	   con	   una	  
concentración	  de	  histamina	  de	   	  100µM,	  observamos	  que	   las	  células	  en	   las	  que	  se	  ha	  
silenciado	   MICU1	   tienen	   un	   pico	   de	   calcio	   mitocondrial	   significativamente	   menor	  
respecto	  a	   las	   células	   control,	  en	  concreto	  un	  40%	  menor	   (Fig.	  20a).	  Al	  estimular	   las	  
células	   con	   histamina	   5µM,	   observamos	   el	   mismo	   efecto	   (Fig.	   20b).	   Sin	   embargo,	  
cuando	  las	  células	  son	  estimuladas	  con	  histamina	  2µM,	  el	  pico	  de	  calcio	  mitocondrial	  
tiene	   prácticamente	   la	   misma	   amplitud	   en	   las	   células	   silenciadas	   y	   en	   las	   células	  
control,	   aunque	   la	   entrada	   de	   calcio	   comienza	   antes	   en	   las	   células	   silenciadas	   (Fig.	  
20c).	   Finalmente,	   cuando	   se	   utiliza	   histamina	   0.5µM	   para	   estimular	   las	   células,	  
observamos	   que	   el	   aumento	   en	   la	   concentración	   de	   calcio	   mitocondrial	   es	  
significativamente	  mayor	  en	   las	   células	   silenciadas	   con	   respecto	  a	   las	   células	   control	  
(Fig.	  20d).	  Hay	  que	  tener	  en	  cuenta	  que	  a	  medida	  que	  disminuimos	   la	  concentración	  
de	  histamina,	   la	  concentración	  de	  calcio	  mitocondrial	  máxima	  que	  alcanza	  el	  pico	  va	  
disminuyendo,	  produciendo	  una	  notable	   reducción	  en	   la	  escala	  de	   los	  experimentos.	  
Los	  resultados	  se	  muestran	  como	  media	  de	  tres	  experimentos	  y	  su	  cuantificación	  es	  la	  
media	  ±	  el	  error	  estándar	  (Fig.	  20e).	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Los	  efectos	  del	  silenciamiento	  de	  MICU1	  sobre	  la	  	  concentración	  de	  calcio	  mitocondrial	  
basal	  no	  están	  claros	  y	  existen	  discrepancias	  entre	  los	  resultados	  de	  distintos	  autores.	  	  
Por	   un	   lado,	   se	   ha	   descrito	   que	   el	   silenciamiento	   de	  MICU1	   aumenta	   este	   valor	   de	  
forma	   significativa	   (Csordas,	   2013).	   Por	   otro	   lado,	   datos	   de	   Mallilankaraman,	   2012	  
indican	   que	   los	   valores	   de	   la	   basal	   no	   sufren	   ninguna	   modificación	   al	   silenciar	   la	  
proteína	  MICU1.	   Nuestros	   resultados	   están	  más	   de	   acuerdo	   con	   estos	   últimos	   y	   no	  
muestran	  diferencias	  significativas	  de	  este	  valor	  entre	   las	  células	  control	  y	   las	  células	  
silenciadas.	  En	  concreto,	  la	  concentración	  	  basal	  de	  calcio	  mitocondrial	  	  fue	  128	  ±	  9nM	  
(media	  ±	  e.e.m.,	  n=7)	  en	  las	  células	  control	  y	  127	  ±	  12nM	  (media	  ±	  e.e.m.,	  n=7)	  en	  las	  
células	  silenciadas	  para	  MICU1.	  
Figura	  20:	  Efecto	  del	  silenciamiento	  de	  MICU1	  en	  la	  concentración	  del	  pico	  mitocondrial	  inducido	  por	  
diferentes	   concentraciones	   de	   	   histamina.	   (a-­‐d)	   Picos	   de	   calcio	  mitocondrial	   inducidos	   por	  
diferentes	   concentraciones	   de	   histamina	   (His)	   en	   células	   HeLa	   transfectadas	   de	   forma	  
transitoria	  con	  Sh-­‐RNA	  MICU1	  (sh,	  rojo)	  o	  con	  Sh-­‐RNA	  control	  (sc,	  negro).	  Los	  resultados	  son	  
medias	  de	  tres	  experimentos	  diferentes.	   (e)	  Cuantificación	  de	   la	  altura	  de	   los	  picos	  de	  calcio	  
mitocondrial	  inducidos	  por	  diferentes	  concentraciones	  de	  histamina	  (media	  ±	  e.e.m.	  de	  n=3).	  
0
10
20
30
40
50 His 100µM
sh
sc
a
0
2
4
6
8
10
12
14 His 5µM
sh
sc
b
30	  s0
2
4
6 His 2µM
sh
sc
c
0
2
4
6
His 0.5µM
sh
sc
d
[C
a2
+ ]
M
(µ
M
)
0
10
20
30
40
50
**
Histamina	  (µM)
100 5 2 0.5
sc
sh
** *
e
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   Resultados 
	  
87	  
	  
Además,	  para	  confirmar	  este	  hecho,	  hemos	  estudiado	  el	  efecto	  del	  tampón	  de	  calcio	  
100nM	  en	  las	  células	  silenciadas	  para	  MICU1	  ya	  que	  en	  la	  figura	  22a,	  se	  observa	  que	  
este	  tampón	  produce	  un	  aumento	  en	  la	  concentración	  de	  calcio	  mitocondrial	  en	  este	  
tipo	  celular.	  	  Esta	  concentración	  de	  calcio	  se	  considera	  basal	  en	  el	  citosol	  	  y	  por	  ello	  no	  
genera	  un	  aumento	  de	   la	  concentración	  de	  calcio	  mitocondrial	  en	   las	  células	  control,	  
aunque	  sí	  lo	  hace	  en	  las	  silenciadas	  (Fig.	  21).	  Sin	  embargo,	  como	  vemos	  en	  la	  figura	  21,	  
cuando	  mantenemos	  la	  perfusión	  del	  tampón	  de	  calcio	  100nM	  durante	  10-­‐15	  minutos	  
en	  las	  células	  silenciadas,	  observamos	  que	  tras	  un	  aumento	  inicial	  en	  la	  concentración	  
de	  calcio	  mitocondrial,	  ésta	  lentamente	  vuelve	  al	  estado	  basal	  inicial.	  Este	  valor	  basal	  
es	   igual	  para	   las	  células	  control	  y	   las	  células	  silenciadas.	   	  De	  este	  modo	  confirmamos	  
que	   el	   nivel	   de	   calcio	   basal	   en	   estado	   estacionario	   no	   se	   ve	   alterado	   por	   el	  
silenciamiento	   de	   MICU1,	   aunque	   el	   uniportador	   en	   las	   células	   silenciadas	   es	   más	  
susceptible	  a	  pequeños	  aumentos	  de	  Ca2+.	  
	  
	  
	  
Figura	   21:	   Concentración	   de	   calcio	   mitocondrial	   basal.	   El	   aumento	   en	   la	   [Ca2+]M	   inducido	   por	   la	  
perfusión	  de	  un	  tampón	  con	  una	  concentración	  de	  calcio	  100nM,	  es	  transitoria	  y	  regresa	  al	  
estado	   basal	   inicial	   tras	   10	   minutos	   de	   perfusión.	   Los	   resultados	   son	   medias	   de	   seis	  
experimentos	  diferentes.	  Células	  HeLa	  transfectadas	  de	  forma	  transitoria	  con	  Sh-­‐RNA	  MICU1	  
y	  aequorina	  mitocondrial	  mutada.	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4.2.3 Captación de calcio mitocondrial en células permeabilizadas.  
Para	  estudiar	   la	  captación	  de	  calcio	  mitocondrial	  más	  en	  detalle,	   	  se	  permeabilizaron	  
las	   células.	   De	   este	   modo	   la	   captación	   de	   calcio	   por	   parte	   de	   la	   mitocondria	   es	  
dependiente	  de	  la	  cantidad	  de	  calcio	  que	  tenga	  el	  tampón	  de	  concentración	  de	  calcio	  
conocida	  perfundido.	  Así,	   podemos	  estudiar	   directamente	   la	   captación	  de	   calcio	  por	  
parte	   de	   la	   mitocondria	   en	   presencia	   de	   concentraciones	   de	   calcio	   citosólicas	  
definidas.	   Las	   células	  HeLa	   se	   	   co-­‐transfectan	  de	   forma	   transitoria	   con	   el	   sh-­‐RNA	  de	  
MICU1	   (sh,	   en	   rojo)	   o	   con	   el	   control	   negativo	   de	   silenciamiento	   (sc,	   en	   negro),	   así	  
como	  con	  la	  aequorina	  dirigida	  a	   la	  mitocondria	  correspondiente.	  Dependiendo	  de	  la	  
concentración	  de	  calcio	  perfundida,	  se	  utilizan	  aequorinas	  de	  diferente	  afinidad:	  hasta	  
3.5µM	  de	  calcio	  se	  utiliza	  la	  aequorina	  mutada	  (mitmutAEQ)	  y	  a	  partir	  de	  este	  valor	  la	  
aequorina	  doblemente	  mutada	  (LAmitAEQ).	  Esta	  última	  aequorina	  se	  reconstituye	  con	  
celenterazina	  i	  para	  tampones	  de	  calcio	  10µM	  y	  con	  celenterazina	  w	  para	  tampones	  de	  
4.5µM,	  mientras	  que	  la	  mitmutAEQ	  lo	  hace	  con	  celenterazina	  w.	  	  
Una	   vez	   permeabilizadas	   las	   células,	   se	   mantienen	   durante	   diez	   minutos	   en	   medio	  
interno	  EGTA	  para	  asegurar	  una	  concentración	  de	  calcio	  menor	  de	  10nM	  generando	  
un	   estado	   basal,	   y	   posteriormente	   se	   perfunde	   con	   tampones	   de	   concentración	  
conocida	  de	  calcio.	  	  
Como	   vemos	   en	   la	   figura	   22,	   la	   perfusión	   del	   tampón	   de	   concentración	   de	   calcio	  
100nM,	  produce	  un	  aumento	  en	  la	  concentración	  de	  calcio	  mitocondrial	  de	  las	  células	  
silenciadas,	  pero	  no	  en	  las	  células	  control.	  Como	  ya	  hemos	  mencionado	  más	  arriba,	  si	  
se	   mantiene	   la	   perfusión	   del	   tampón	   durante	   10-­‐15	   minutos,	   los	   niveles	   de	   Ca2+	  
vuelven	  a	  bajar	  hasta	  el	  nivel	  basal	  (Fig.	  21).	  	  
Al	   perfundir	   con	   una	   concentración	   de	   calcio	   de	   200nM,	   se	   produce	   una	   pequeña	  
respuesta	  de	  las	  células	  control,	  mientras	  que	  en	  las	  células	  silenciadas	  el	  aumento	  de	  
la	   concentración	  de	  calcio	  mitocondrial	  muestra	  un	  pico	   transitorio	  más	  alto,	  que	  va	  
disminuyendo	   hasta	   llegar	   a	   un	   estado	   estacionario	   mayor	   que	   el	   alcanzado	   al	  
perfundir	  calcio	  100nM	  (Fig.	  22b).	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La	  perfusión	  con	  una	  concentración	  de	  calcio	  de	  500nM,	  también	  produce	  un	  pequeño	  
incremento	   en	   la	   concentración	   de	   calcio	   mitocondrial	   de	   las	   células	   control	   y	   un	  
aumento	  mucho	  mayor	  en	   las	  células	  silenciadas.	  En	  este	  caso,	  el	  pico	  transitorio	  de	  
calcio	  alcanza	  dos	  veces	  el	  valor	  del	  estado	  estacionario	  final	  (Fig.	  22c).	  	  
Al	   perfundir	   el	   tampón	   de	   calcio	   de	   1.5µM,	   se	   produce	   una	   lenta	   pero	   persistente	  
respuesta	  en	   las	   células	   control.	   En	   cambio,	   en	   las	   células	   silenciadas	  el	   aumento	  es	  
muy	  rápido	  y	  transitorio,	  	  lo	  que	  sugiere	  que	  se	  está	  produciendo	  una	  inhibición	  de	  la	  
entrada	  de	  Ca2+	  dependiente	  de	  la	  propia	  entrada	  de	  calcio	  (Fig.	  22d).	  	  
	  
Figura	   22:	   Efecto	   del	   silenciamiento	   de	   MICU1	   en	   la	   captación	   de	   calcio	   mitocondrial	   en	   células	  
permeabilizadas	   en	   presencia	   de	   bajas	   concentraciones	   de	   calcio.	   Las	   células	   HeLa	  
transfectadas	  de	  forma	  transitoria	  con	  el	  sh-­‐RNA	  de	  MICU1	  (sh)	  o	  con	  el	  sh-­‐RNA	  control	   (sc)	  
permeabilizadas	  y	  perfundidas	  con	  tampones	  de	  diferentes	  concentraciones	  de	  calcio	  usando	  
aequorina	  mutada	  (mitmutAEQ)	  Los	  resultados	  son	  medias	  de	  3	  experimentos	  diferentes.	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Cuando	  la	  concentración	  de	  calcio	  del	  tampón	  de	  perfusión	  es	  de	  2.5µM,	  el	  aumento	  
inicial	  de	  calcio	  mitocondrial	  observado	  en	  	  las	  células	  silenciadas	  es	  más	  rápido	  que	  en	  
las	   células	   control,	   aunque	   dura	  menos	   tiempo.	   Por	   el	   contrario,	   las	   células	   control	  
muestran	   un	   aumento	   de	   la	   concentración	   de	   calcio	   mitocondrial	   más	   lento	   y	  
continuo,	  que	  lleva	  a	  un	  valor	  final	  más	  alto.	  También	  se	  muestra,	  en	  la	  gráfica,	  el	  trazo	  
de	   las	   células	   control	   perfundidas	   con	   calcio	   2µM	   (línea	   punteada).	   En	   estas	  
condiciones,	  se	  produce	  un	  aumento	  en	  la	  concentración	  de	  calcio	  mitocondrial	  de	  las	  
células	   control	   de	   la	   misma	   magnitud	   al	   que	   se	   produce	   en	   las	   células	   silenciadas	  
perfundidas	  con	  calcio	  1.5µM.	  Sin	  embargo,	  en	  este	  caso	  no	  se	  observa	   la	   inhibición	  
dependiente	  de	  calcio,	  sugiriendo	  que	  para	  que	  se	  produzca	  este	  efecto,	  es	  necesario	  
el	  silenciamiento	  de	  MICU1	  (Fig.	  23a).	  	  
Para	   una	   concentración	   de	   calcio	   de	   3.5µM,	   se	   observa	   que	   el	   aumento	   de	   la	  
concentración	   de	   calcio	   mitocondrial	   comienza	   antes	   en	   las	   células	   silenciadas.	   En	  
cambio,	  en	   las	  células	  control	  el	  aumento	  de	   la	  concentración	  de	  calcio	  mitocondrial	  
comienza	   más	   tarde,	   pero	   aumenta	   a	   una	   velocidad	   mayor,	   llegando	   a	   superar	  
rápidamente	  los	  niveles	  de	  las	  células	  silenciadas	  (FIg.	  23b).	  	  
Para	  concentraciones	  de	  calcio	  de	  4.5µM	  (Fig.	  23c)	  y	  10µM	  (Fig.23d),	   la	  velocidad	  de	  
captación	  de	  calcio	  mitocondrial	  es	  ahora	  menor	  en	  las	  células	  silenciadas	  respecto	  a	  
las	  células	  control.	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Figura	   23:	   Efecto	   del	   silenciamiento	   de	   MICU1	   en	   la	   captación	   de	   calcio	   mitocondrial	   en	   células	  
permeabilizadas	   en	   presencia	   de	   altas	   concentraciones	   de	   calcio.	   Las	   células	   HeLa	  
transfectadas	  de	  forma	  transitoria	  con	  el	  sh-­‐RNA	  de	  MICU1	  (sh)	  o	  con	  el	  sh-­‐RNA	  control	   (sc)	  
permeabilizadas	  y	  perfundidas	  con	  tampones	  de	  diferentes	  concentraciones	  de	  calcio	  usando	  
aequorina	   mutada	   (mitmutAEQ)	   en	   los	   paneles	   a	   y	   b	   y	   aequorina	   doblemente	   mutada	  
(LAmitAEQ)	  en	   los	  paneles	  c	  y	  d.	  El	  elevado	  consumo	  de	  aequorina	   impidió	  medidas	  de	  más	  
duración	  en	  el	  experimento	  (b).	  Los	  resultados	  son	  medias	  de	  3	  experimentos	  diferentes.	  	  
Cuando	  estudiamos	  en	  detalle	   los	  resultados	  de	  captación	  de	  calcio	  mitocondrial	  con	  
diferentes	  tampones	  de	  concentración	  de	  calcio	  conocida,	  tal	  como	  se	  ha	  hecho	  en	  los	  
experimentos	  mostrados	   en	   las	   Fig.	   22	   y	   23,	   podemos	   observar	   directamente	   cómo	  
afecta	  el	  silenciamiento	  de	  MICU1	  a	  la	  velocidad	  de	  captación	  de	  calcio	  mitocondrial.	  
De	  este	  modo	  podemos	  decir	  que	  el	  silenciamiento	  de	  MICU1	  aumenta	  la	  velocidad	  de	  
captación	  de	  calcio	  mitocondrial	  sólo	  para	  valores	  de	  concentración	  de	  calcio	  citosólico	  
menores	   de	   2.5µM.	   Además,	   el	   aumento	   de	   velocidad	   es	   transitorio	   y	   sufre	   un	  
fenómeno	  de	  inactivación	  en	  pocos	  minutos.	  Para	  valores	  mayores	  de	  Ca2+	  citosólico,	  
la	   velocidad	   de	   captación	   disminuye	   en	   las	   células	   silenciadas	   respecto	   a	   las	   células	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control.	  La	  Figura	  24a	  muestra	  un	  resumen	  de	  los	  efectos	  del	  silenciamiento	  de	  MICU1	  
en	  todo	  el	  rango	  de	  concentraciones	  de	  Ca2+	  citosólico.	  	  
Cuando	   estudiamos	   el	   retraso	   en	   el	   aumento	   de	   la	   concentración	   de	   calcio	  
mitocondrial,	   observamos	   que	   las	   células	   silenciadas	   responden	   más	   rápido	   a	   la	  
adición	   de	   calcio	   para	   concentraciones	   de	   calcio	   citosólicas	  menores	   de	   2.5µM.	   Este	  
retraso	   	   en	   el	   aumento	   de	   la	   concentración	   de	   calcio	   mitocondrial,	   representa	   el	  
tiempo	  que	  transcurre	  desde	  la	  apertura	  de	  la	  vía	  de	  perfusión	  hasta	  el	  comienzo	  del	  
aumento	  de	   la	  concentración	  de	  calcio	  mitocondrial.	  Además,	   se	  corresponde	  con	  el	  
tiempo	   necesario	   para	   que	   la	   solución	   tampón	   de	   concentración	   de	   calcio	   conocida	  
llegue	  a	  las	  células.	  Aunque	  se	  usó	  la	  misma	  vía	  de	  perfusión	  y	  la	  misma	  electroválvula,	  
el	  retraso	  fue	  significativamente	  menor	  en	   las	  células	  silenciadas	  comparadas	  con	  las	  
células	  control	  para	  concentraciones	  de	  calcio	  citosólico	  menores	  de	  2.5µM	  (Fig.	  24b).	  
Por	   lo	  que	  podemos	  decir	  que	  las	  células	  silenciadas	  responden	  antes	  que	  las	  células	  
control	  a	  esas	  concentraciones	  de	  calcio.	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   Resultados 
	  
93	  
	  
	  
Figura	  24:	  Efecto	  del	  silenciamiento	  de	  MICU1	  en	  la	  captación	  de	  calcio	  mitocondrial	  con	  respecto	  a	  la	  
[Ca2+]c	   .	  Los	  valores	  mostrados	  en	  esta	  figura	  están	  calculados	  a	  partir	  de	  los	  experimentos	  de	  
las	   figuras	   22-­‐23	   .	   (a)	   La	   velocidad	   de	   aumento	   de	   la	   [Ca2+]M	   se	  muestran	   como	   la	  media	   ±	  
e.e.m.	   Se	   ha	   ampliado	   la	   escala	   de	   la	   gráfica	   para	   poder	   ver	   en	   detalle	   los	   valores	  
correspondientes	   a	   [Ca2+]c	   bajas.	   (b)	   El	   retraso	   en	   el	   incremento	   de	   la	   [Ca
2+]M	   se	   ha	   medido	  
desde	  que	  se	  abre	   la	  electroválvula	  de	   la	  perfusión	  y	   	   teniendo	  en	  cuenta	  el	   tiempo	  necesario	  
para	   que	   la	   solución	   llegue	   a	   la	   cámara	   de	   perfusión	   donde	   se	   encuentran	   las	   células.	   Los	  
resultados	  son	  medias	  ±	  e.e.m.	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4.2.4 Efecto del protonóforo FCCP y de los inhibidores del 
Uniportador de calcio mitocondrial Rojo de Rutenio y Ru360, 
así como del silenciamiento de MCU. 
	  Para	   asegurar	   que	   la	   captación	   de	   calcio	   que	   estamos	   midiendo	   se	   produce	   en	   la	  
mitocondria	  a	  través	  del	  Uniportador,	  hemos	  analizado	  el	  efecto	  del	  protonóforo	  FCCP	  
y	   de	   los	   inhibidores	   del	   MCU	   Rojo	   de	   Rutenio	   y	   Ru360,	   así	   como	   el	   propio	  
silenciamiento	  de	  MCU.	  
Las	  células	  con	  MICU1	  silenciado	  de	  forma	  transitoria	  (sh,	  rojo),	  o	  transfectadas	  con	  el	  
control	  negativo	  de	  silenciamiento	  (sc,	  negro)	  se	  permeabilizan	  para	  perfundirlas	  con	  
tampones	   de	   calcio	   0.5,	   1.5	   o	   10µM.	   Sobre	   estos	   tampones	   de	   calcio	   se	   añaden	   los	  
compuestos	  a	  estudiar:	  FCCP,	  Rojo	  de	  Rutenio	  y	  Ru360.	  Para	  estudiar	   la	  dinámica	  de	  
calcio	  mitocondrial	   debida	   a	   tampones	   de	   calcio	   10µM,	   se	   ha	   utilizado	   la	   aequorina	  
doblemente	  mutada	  LAmitAEQ	  reconstituida	  con	  celenterazina	  i,	  y	  para	  los	  tampones	  
de	   calcio	   bajos	   (500nM	   y	   1.5µM),	   se	   ha	   utilizado	   la	   mitmutAEQ	   reconstituida	   con	  
celenterazina	  w.	  
En	   la	   figura	   25	   a	   y	   b,	   observamos	   como	   el	   FCCP,	   a	   una	   concentración	   2µM,	   abole	  
completamente	   la	  captación	  de	  calcio	  mitocondrial	  tanto	  en	  células	  silenciadas	  (azul)	  
como	  en	  células	  control	  (verde),	  indicando	  que	  el	  potencial	  de	  membrana	  es	  necesario	  
para	  el	  aumento	  de	  la	  concentración	  de	  calcio	  mitocondrial.	  	  
La	   inhibición	   producida	   por	   el	   Rojo	   de	   Rutenio	   (4µM)	   y	   el	   Ru360	   (500nM)	   se	   ha	  
estudiado	   también	   a	   concentraciones	   de	   calcio	   altas	   (10µM)	   y	   bajas	   (1.5	   ó	   0.5µM),	  
para	   poner	   en	   evidencia	   que	   ambas	   captaciones	   ocurren	   por	   la	   misma	   vía.	   Los	  
resultados	   muestran	   que	   ambos	   inhibidores	   bloquean	   la	   captación	   de	   calcio	  
mitocondrial	  de	   igual	   forma	  sin	   importar	   la	  concentración	  de	  calcio	  perfundida	  tanto	  
en	  células	  control	  (verde)	  como	  en	  células	  silenciadas	  (azul)	  (Fig.	  25	  c-­‐f).	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Figura	  25:	  Efecto	  del	  FCCP,	  Rojo	  de	  Rutenio	  y	  Ru360	  en	  la	  captación	  de	  calcio	  mitocondrial	  en	  células	  
control	   y	   células	   con	   MICU1	   silenciado.	   Las	   células	   HeLa	   fueron	   transfectadas	   de	   forma	  
transitoria	   con	   el	   SH-­‐RNA	   de	   MICU1	   (sh)	   o	   con	   el	   SH-­‐RNA	   control	   (sc).	   La	   columna	   de	   la	  
izquierda	   muestra	   la	   captación	   de	   calcio	   mitocondrial	   cuando	   se	   perfunden	   las	   células	  
permeabilizadas,	  con	  un	  tampón	  de	  [Ca2+]	  10µM,	  usando	  aequorina	  doblemente	  mutada,	  y	  la	  
columna	  de	  la	  derecha	  con	  calcio	  1.5µM	  o	  500nM	  usando	  aequorina	  mutada,	  ambas	  dirigidas	  
a	  la	  mitocondria.	  Se	  añadió	  FCCP	  2µM	  al	  tampón	  de	  calcio	  (a,	  b),	  rojo	  de	  rutenio	  (RuRed)	  4µM	  
(c,	  d)	  o	  Ru360	  500nM	  (e,	  f).	  Los	  resultados	  son	  medias	  de	  tres	  experimentos.	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Por	   último,	   se	   ha	   utilizado	   el	   clon	   estable	   SH1-­‐MCU#5,	   donde	   se	   ha	   silenciado	   la	  
proteína	  MCU.	  Sobre	  este	  clon	  se	  han	  co-­‐transfectado	  de	  forma	  transitoria	  el	  sh-­‐RNA	  
de	  MICU1	   (azul)	   o	   el	   sh-­‐RNA	  del	   control	   (verde)	   y	   la	   	   aequorina	   correspondiente	   en	  
función	  de	  la	  concentración	  de	  calcio	  a	  medir.	  De	  esta	  forma	  hemos	  medido	  el	  calcio	  
mitocondrial	  de	  células	  doblemente	   	   silenciadas	  para	   las	  proteínas	  MCU	  y	  MICU1	  de	  
forma	  simultánea.	  Como	  podemos	  observar	  en	  la	  figura	  26a,	  al	  utilizar	  el	  clon	  estable	  
con	  MCU	  silenciado,	  la	  captación	  de	  calcio	  mitocondrial	  queda	  abolida	  completamente	  
tanto	  si	  se	  encuentra	  también	  silenciado	  MICU1	  (azul)	  como	  si	  no	  (verde).	  Esto	  sucede	  
para	  concentraciones	  de	  calcio	  tanto	  altas	  como	  bajas	  (Fig.	  26b).	  	  
	  
	  
Figura	  26:	  Efecto	  del	  silenciamiento	  de	  MCU	  en	  la	  captación	  de	  calcio	  mitocondrial	  en	  células	  control	  y	  
células	   con	   MICU1	   silenciado.	   Los	   clones	   estables	   con	   MCU	   silenciado	   (SH1-­‐MCU#5)	   se	  
transfectan	  de	  forma	  transitoria	  con	  el	  SH-­‐RNA	  control	  o	  con	  el	   	  SH-­‐RNA	  de	  MICU1,	  para	  co-­‐
silenciar	  MICU1	   y	  MCU.	   Las	   células	   permeabilizadas	   se	   perfunden	   con	   un	   tampón	   de	   [Ca2+]	  
10µM	  (a),	  usando	  aequorina	  mitocondrial	  doblemente	  mutada,	  o	  con	  calcio	  1.5µM	  (b)	  usando	  
aequorina	  mitocondrial	  mutada.	  Los	  resultados	  son	  medias	  de	  tres	  experimentos.	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4.2.5 Inhibición dependiente de calcio activada por el silenciamiento 
de MICU1. 
Estudiamos	  más	   en	   detalle	   la	   peculiar	   dinámica	   de	   captación	   de	   calcio	  mitocondrial	  
obtenida	  en	   las	   células	   con	  MICU1	  silenciado	  perfundidas	   con	  concentraciones	  bajas	  
de	  calcio.	  En	  estas	  células	  la	  adición	  de	  calcio	  produce	  un	  aumento	  de	  la	  concentración	  
de	   calcio	   mitocondrial	   que	   desaparece	   rápidamente	   hasta	   llegar	   a	   un	   estado	  
estacionario	  mucho	  menor.	   En	   cambio,	   en	   las	   células	   control	   se	   observa	   un	   suave	   y	  
constante	   aumento	   de	   la	   concentración	   de	   calcio	   mitocondrial.	   Este	   pico	   de	   calcio	  
mitocondrial	  transitorio	  sugiere	  la	  presencia	  de	  una	  inhibición	  dependiente	  del	  tiempo	  
en	  la	  vía	  de	  entrada	  de	  calcio,	  que	  además	  es	  inducida	  por	  el	  silenciamiento	  de	  MICU1.	  
	  Para	   estudiar	   esta	   hipótesis,	   se	   ha	   diseñado	   un	   protocolo	   con	   dos	   perfusiones	   de	  
calcio	   consecutivas	   con	   una	   duración	   cada	   una	   de	   5	   minutos	   en	   células	  
permeabilizadas.	   La	   primera	   perfusión	   tiene	   una	   concentración	   de	   calcio	   variable	  
desde	  los	  100	  a	  los	  500nM	  y	  la	  segunda	  perfusión	  tiene	  una	  concentración	  de	  1.5µM.	  
Los	   experimentos	   se	   han	   realizado	   con	   la	   aequorina	   mitmutAEQ	   reconstituida	   con	  
celenterazina	  w.	  
Si	   la	   primera	   adición	   produce	   una	   inhibición	   en	   el	   transporte	   de	   calcio	   a	   través	   del	  
MCU,	   el	   pico	   transitorio	   correspondiente	   a	   la	   segunda	   será	   menor	   al	   encontrado	  
cuando	   sólo	   se	   realiza	  una	   sola	   adición	   (Fig.	   27a	   y	  e).	   Los	   resultados	  experimentales	  
confirman	   este	   efecto	   temporal	   y	   muestran	   una	   dependencia	   directa	   de	   la	  
desaparición	   del	   efecto	   transitorio	   en	   la	   segunda	   perfusión	   con	   la	   concentración	   de	  
calcio	  de	  la	  primera	  perfusión.	  	  
En	   la	   figura	  27	   se	  observa	   cómo	  el	   tampón	  de	   calcio	  100nM	  no	   tiene	  ningún	  efecto	  
sobre	   la	   siguiente	   adición	   de	   calcio	   en	   los	   tipos	   celulares	   estudiados	   (Fig.	   27b	   y	   f).	  
Cuando	   la	   concentración	   de	   calcio	   del	   tampón	   es	   de	   200nM,	   se	   observa	   ya	   una	  
significativa	  reducción	  del	  pico	  transitorio	  correspondiente	  a	  la	  perfusión	  posterior	  de	  
calcio	  1.5µM.	  Este	  efecto	  aparece	  únicamente	  en	  las	  células	  con	  MICU1	  silenciado	  (Fig.	  
27c	  y	  g).	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Por	  último,	  cuando	  la	  primera	  perfusión	  tiene	  una	  concentración	  de	  calcio	  de	  500nM,	  
el	  pico	   transitorio	  de	   la	   segunda	  adición	  desaparece	  por	  completo	  en	   las	  células	  con	  
MICU1	  silenciado,	  mientras	  que	  en	  las	  células	  control	  el	  valor	  final	  de	  la	  captación	  de	  
calcio	   corresponde	  a	   la	   suma	  de	   las	   captaciones	  de	   las	  dos	  perfusiones	   consecutivas	  
(Fig.	  27d	  y	  h).	   La	  velocidad	  de	  captación	  de	  calcio	  mitocondrial	   correspondiente	  a	   la	  
adición	   de	   calcio	   1.5µM,	   se	   cuantifica	   como	   la	   media	   ±	   el	   error	   estándar	   de	   tres	  
experimentos	  diferentes	  (Fig.	  27i).	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Figura	   27:	   Inhibición	   de	   la	   captación	   de	   calcio	   mitocondrial	   dependiente	   de	   calcio	   activada	   por	   el	  
silenciamiento	   de	   MICU1.	   En	   la	   columna	   iaquierda	   	   se	   muestran	   las	   células	   HeLa	  
transfectadas	  de	  forma	  transitoria	  con	  el	  sh-­‐RNA	  control	  y	  en	  la	  columna	  derecha	  	  con	  el	  sh-­‐
RNA	  de	  MICU1.	  Se	  perfunden	  las	  células	  con	  calcio	  1.5µM	  durante	  5	  minutos	  tras	  una	  primera	  
perfusión	  de	  5	  minutos	  de	  concentración	  100,	  200	  o	  500nM	  (a-­‐h).	  Cuantificación	  de	  la	  tasa	  de	  
captación	   de	   calcio	   mitocondrial	   	   inicial,	   inducida	   por	   la	   perfusión	   de	   calcio	   1.5µM	   sin	  
perfusión	  previa	  o	  tras	  la	  perfusión	  de	  calcio	  100,	  200	  o	  500nM	  (i).	  Los	  resultados	  son	  medias	  
±	  e.e.m.	  de	  tres	  experimentos	  diferentes.	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4.2.6 Modulación temporal de  la autoinhibición de la captación de 
calcio mitocondrial activada por el silenciamiento de MICU1 
Para	  entender	  mejor	  cómo	  se	  produce	  la	  inhibición	  dependiente	  de	  calcio	  inducida	  por	  
el	  silenciamiento	  de	  MICU1,	  estudiamos	  en	  detalle	  su	  dependencia	  temporal.	  Para	  ello	  
realizamos	  un	  protocolo	  en	  células	  permeabilizadas,	  con	  dos	  perfusiones	  consecutivas	  
de	   calcio	   500nM.	   En	   este	   caso	   la	   duración	   de	   la	   primera	   perfusión	   varía	   entre	   15	  
segundos	   y	   5	  minutos.	   Tras	   esta	   primera	   adición	   se	  mantienen	   las	   células	   en	  medio	  
interno	   EGTA	   durante	   5	  minutos	   y	   se	   realiza	   la	   segunda	   adición	   de	   calcio,	   con	   una	  
duración	   de	   5	   minutos.	   Se	   ha	   utilizado	   la	   sonda	   mitmutAEQ	   reconstituida	   con	  
celenterazina	  w	  para	  realizar	  los	  experimentos.	  
En	  la	  figura	  28	  observamos	  cómo	  el	  pico	  transitorio	  de	  Ca2+	  que	  aparece	  en	  las	  células	  
silenciadas	   para	   MICU1	   va	   desapareciendo	   a	   medida	   que	   vamos	   aumentando	   el	  
tiempo	  de	  la	  primera	  perfusión	  de	  calcio	  500nM.	  Cuando	  la	  primera	  adición	  tiene	  una	  
duración	  de	  15	  o	  30	  segundos,	  el	  pico	  transitorio	  correspondiente	  a	  la	  segunda	  adición	  
de	  calcio	  apenas	  se	  modifica	  (Fig.	  28d	  y	  e).	  	  
Sin	   embargo,	   cuando	   la	   primera	   perfusión	   tiene	   una	   duración	   de	   un	   minuto,	   la	  
magnitud	  del	  pico	  transitorio	  de	  la	  segunda	  adición	  comienza	  a	  disminuir	  	  (Fig.	  28c).	  En	  
concreto	  disminuye	  un	  	  40%,	  respecto	  a	  la	  situación	  control	  (Fig.	  28g).	  Al	  aumentar	  el	  
tiempo	  de	  la	  primera	  adición	  de	  calcio	  a	  dos	  minutos,	  la	  inhibición	  del	  pico	  transitorio	  
de	  la	  segunda	  adición	  es	  del	  50%,	  también	  respecto	  al	  control	  	  (Fig.	  28b	  y	  g).	  	  
Finalmente,	  cuando	  el	  tiempo	  de	  la	  primera	  perfusión	  de	  calcio	  500nM	  se	  amplía	  a	  5	  
minutos,	   se	  obtiene	  una	   inhibición	  del	  pico	   transitorio	   correspondiente	  a	   la	   segunda	  
adición	   de	   calcio	   del	   100%	   con	   respecto	   al	   control	   	   (Fig.	   28a	   y	   g).	   Este	   mismo	  
experimento	  se	  ha	  realizado	  en	  células	  control,	  transfectadas	  de	  forma	  transitoria	  con	  
el	   sh-­‐RNA	   control,	   sin	   que	   se	   observe	   ningún	   efecto	   de	   la	   primera	   adición	   sobre	   la	  
segunda	  (Fig.	  28f	  y	  g).	  Por	  lo	  tanto,	  concluimos	  que	  el	  pico	  transitorio	  y	  su	  dependencia	  
de	  una	  adición	  previa	  de	  Ca2+	  solo	  aparecen	  en	  células	  silenciadas	  para	  MICU1.	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Figura	   28:	   Modulación	   temporal	   de	   la	   captación	   transitoria	   de	   calcio	   mitocondrial	   activada	   por	  
MICU1.	  Células	  HeLa	  transfectadas	  de	  forma	  transitoria	  con	  el	  sh-­‐RNA	  MICU1	  (a-­‐e),	  o	  con	  el	  
sh-­‐RNA	   control	   (f).	   Las	   células	   fueron	   permeabilizadas	   y	   perfundidas	   con	   calcio	   500nM	   dos	  
veces	  con	  un	   intervalo	  de	  5	  minutos	  entre	  cada	  perfusión.	  La	  captación	   transitoria	  de	  calcio	  
mitocondrial	  correspondiente	  a	  la	  segunda	  perfusión	  se	  fue	  restaurando	  de	  forma	  progresiva	  
según	  se	  disminuye	  el	  tiempo	  de	  la	  primera	  perfusión	  de	  5min	  a	  15s	  (a-­‐e).	  En	  células	  control,	  
el	   tampón	  de	  calcio	  500nM	  no	  produce	  apenas	  efecto	  sobre	   	  una	  segunda	  adición	  de	  calcio	  
500nM	   (f).	   	   Cuantificación	   de	   este	   efecto	   (g).	   Los	   valores	   son	   medias	   ±	   e.e.m.	   de	   tres	  
experimentos	  diferentes.	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Hemos	  estudiado	   también	   si	   una	  perfusión	  previa	  de	  Ca2+	   podría	   tener	   algún	  efecto	  
sobre	  el	  aumento	  de	  Ca2+	  mitocondrial	  inducido	  por	  una	  concentración	  de	  Ca2+	  mayor	  
de	  2.5µM,	  rango	  en	  el	  que	  el	  silenciamiento	  de	  MICU1	  produce	  ya	  una	  inhibición	  de	  la	  
entrada	   de	   Ca2+	   a	   la	   mitocondria.	   En	   la	   figura	   29a,	   podemos	   observar	   como	   una	  
primera	  adición	  de	  calcio	  500nM	  durante	  cinco	  minutos	  produce	  una	  inhibición	  parcial	  
(35%)	  en	  el	  pico	  de	  calcio	   inducido	  por	   	  una	  segunda	  adición	  de	  calcio	  de	  3.5µM	  	  (la	  
cuantificación	  del	  experimento	  se	  encuentra	  en	  la	  propia	  figura	  como	  la	  media	  de	  tres	  
experimentos	  ±	  el	  error	  estándar).	  La	  curva	  de	  captación	  de	  calcio	  mitocondrial	  cuando	  
sólo	  se	  realiza	  una	  única	  perfusión	  de	  calcio	  3.5µM	  está	  representada	  como	  una	  línea	  
discontinua.	   Por	   lo	   tanto,	   el	   efecto	   de	   la	   primera	   perfusión	   de	   Ca2+	   se	   manifiesta	  
todavía	  en	  este	  rango	  de	  concentraciones.	  	  
Este	  mismo	   experimento	   se	   ha	   realizado	   en	   células	   control,	   transfectadas	   de	   forma	  
transitoria	   con	   el	   sh-­‐RNA	   control,	   sin	   producir	   inhibición	   significativa	   (Fig.	   29b).	   Este	  
hecho	  confirma	  la	  necesidad	  del	  silenciamiento	  de	  MICU1	  para	  que	  el	  uniportador	  se	  
vuelva	  sensible	  a	  la	  perfusión	  previa	  de	  Ca2+.	  	  
	  
Figura	  29:	  Efecto	  de	  una	  perfusión	  previa	  de	  Ca2+	  sobre	  la	  captación	  de	  Ca2+	  mitocondrial	  inducida	  por	  
una	   [Ca2+]	  de	  3.5µM.	  Células	  HeLa	  transfectadas	  de	  forma	  transitoria	  con	  el	  sh-­‐RNA	  MICU1	  
(a),	  o	  con	  el	   sh-­‐RNA	  control	   (b).	   Las	  células	   fueron	  permeabilizadas	  y	  perfundidas	  con	  calcio	  
500nM	  y	  calcio	  3.5µM	  con	  un	   intervalo	  de	  5	  minutos	  entre	  cada	  perfusión.	  La	  cuantificación	  
está	   en	   las	  misma	   figuras	   (a	   y	   b).	   La	   línea	   punteada	   representa	   los	   valores	   alcanzados	   sin	  
perfusión	  previa	  (j).	  Los	  valores	  son	  medias	  ±	  e.e.m.	  de	  tres	  experimentos	  diferentes.	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Una	   vez	   que	   se	   ha	   producido	   la	   inhibición	   de	   la	   captación	   transitoria	   de	   calcio	  
mitocondrial	   por	   la	   perfusión	   previa	   de	   Ca2+,	   	   su	   periodo	   de	   duración	   es	   largo.	   De	  
hecho,	  aumentar	  el	  tiempo	  en	  el	  que	  las	  células	  se	  encuentran	  en	  medio	  interno	  EGTA,	  
entre	  una	  perfusión	  y	  otra,	  hasta	  15	  minutos	  no	  revierte	  la	  inhibición	  que	  se	  produce	  
en	  la	  captación	  de	  calcio	  mitocondrial	  de	  la	  segunda	  adición	  de	  calcio.	  	  
Finalmente,	  hemos	  confirmado	  que	  la	  inhibición	  no	  se	  debe	  a	  la	  despolarización	  de	  la	  
membrana	  mitocondrial.	  Para	  demostrarlo	  hemos	  realizado	  mediciones	  con	  TMRE	  que	  
no	   han	   detectado	   ningún	   cambio	   en	   el	   potencial	   de	   membrana	   tras	   perfundir	   las	  
células	  con	  tampones	  de	  calcio	  500nM	  de	  forma	  consecutiva	  (Fig.	  30).	  Estos	  resultados	  
son	  medias	  de	  14	  (sc,	  en	  negro)	  y	  37	  (sh,	  en	  rojo)	  células	  únicas,	  y	  son	  representativos	  
de	  7	  experimentos	  diferentes.	  
	  
Figura	  30:	  Efecto	  de	   la	  perfusión	  de	  Ca2+	  sobre	  el	  potencial	  de	  membrana	  mitocondrial.	  Células	  HeLa	  
transfectadas	  de	  forma	  transitoria	  con	  el	  sh-­‐RNA	  MICU1,	  o	  con	  el	  sh-­‐RNA	  control.	  La	  perfusión	  
con	   calcio	   500nM	   no	   produce	   ningún	   cambio	   en	   el	   potencial	   de	   membrana	   mitocondrial	  
medido	   con	   TMRE.	   Valores	   correspondientes	   a	   la	   	   media	   de	   n=14	   sc	   y	   n=37	   sh,	   	   que	   son	  
representativas	  de	  7	  experimentos	  de	  cada	  tipo.	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4.2.7 Efecto de las fosforilaciones y las especies reactivas de 
oxigeno (ROS) sobre la captación transitoria de calcio 
inducida por el silenciamiento de MICU1 
Para	   explorar	   los	   posibles	   mecanismos	   por	   los	   que	   se	   produce	   la	   inhibición	  
dependiente	   de	   calcio	   en	   las	   células	   con	   MICU1	   silenciado	   hemos	   realizado	  
experimentos	   en	   ausencia	   de	   ATP	   y	   en	   presencia	   de	   diferentes	   antioxidantes.	   El	  
objetivo	   es	   estudiar	   si	   el	   mecanismo	   de	   la	   inhibición	   podría	   estar	   relacionado	   con	  
procesos	  de	  fosforilación	  o	  reducción-­‐oxidación.	  	  
Los	  experimentos	  se	  realizan	  en	  células	  con	  MICU1	  silenciado	  de	  forma	  transitoria	  co-­‐
transfectadas	   con	   aequorina	   mitmutAEQ,	   reconstituida	   con	   celenterazina	   w.	   Estas	  
células	   se	   permeabilizan	   	   y	   perfunden	   durante	   5	   minutos	   con	   medio	   interno	   EGTA	  
normal	  o	  	  sin	  ATP,	  para	  realizar	  los	  estudios	  de	  fosforilación.	  Después,	  se	  perfunde	  	  el	  
medio	   de	   concentración	   de	   calcio	   conocida	   que	   estará	   suplementado	   con	   los	  
diferentes	  antioxidantes	  o	  bien	  carecerá	  de	  ATP,	  según	  se	  analice	  la	  actividad	  de	  ROS	  o	  
de	  las	  fosforilaciones	  respectivamente.	  
En	  primer	   lugar,	  perfundimos	   las	   células	  permeabilizadas	   con	  un	  medio	   libre	  de	  ATP	  
para,	   de	   este	   modo,	   eliminar	   el	   ATP	   citosólico.	   Esto	   lleva	   a	   una	   depleción	   del	   ATP	  
mitocondrial	  a	  través	  de	  los	   intercambiadores	  ATP/ADP	  y	  ATP/Pi.	  Si	  el	  mecanismo	  de	  
inhibición	   es	   dependiente	   de	   alguna	   fosforilación	   en	   la	   matriz	   mitocondrial,	   este	  
proceso	   de	   autoinhibición	   se	   vería	   reducido	   en	   estas	   condiciones.	   En	   la	   figura	   31a	  
observamos	  cómo	  la	  inhibición	  no	  se	  ve	  modificada	  por	  la	  depleción	  de	  ATP,	  indicando	  
que	  el	  mecanismo	  no	  depende	  de	  ninguna	  fosforilación.	  
Por	  otro	   lado,	   hemos	  estudiado	   la	  participación	  de	   los	  ROS,	   producidos	  en	   la	  matriz	  
mitocondrial,	   en	   esta	   autoinhibición	   activada	   por	   la	   depleción	   de	   MICU1.	   Hemos	  
analizado	   la	   dinámica	   de	   la	   inhibición	   dependiente	   de	   calcio	   en	   presencia	   de	   cuatro	  
tipos	  diferentes	  de	  antioxidantes,	  dos	   liposolubles	   (α-­‐tocoferol	   y	  ácido	   lipoico)	   y	  dos	  
hidrosolubles	   (ácido	   ascórbico	   y	   N-­‐metil	   cisteína).	   Ninguno	   de	   los	   antioxidantes	  
estudiados	  ha	  tenido	  ningún	  efecto	  en	  el	  nivel	  de	  inactivación	  (Fig.	  31b),	  lo	  que	  sugiere	  
que	  los	  ROS	  tampoco	  están	  involucrados	  en	  este	  proceso.	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Figura	   31:	   Efecto	   de	   la	   eliminación	   del	   ATP	   y	   de	   la	   adición	   de	   diferentes	   antioxidantes	   en	   la	  
autoinhibición	   dependiente	   de	   calcio	   inducida	   por	   el	   silenciamiento	   de	   MICU1.	   (a)	   La	  
inhibición	  dependiente	  de	  calcio	  no	  sufre	  ninguna	  modificación	  al	  eliminar	  el	  ATP	  del	  medio	  de	  
perfusión.	  Los	  resultados	  son	  medias	  de	  3	  experimentos	  diferentes.	  (b)	  La	  adición	  de	  Vitamina	  
E	   (100µM),	   ácido	   lipoico	   (100µM),	   ácido	   ascórbico	   1mM	  o	  N-­‐metil	   cisteína	   (5mM)	   no	   tiene	  
ningún	   efecto	   sobre	   la	   inhibición	   de	   la	   captación	   de	   calcio	   mitocondrial	   inducida	   por	   el	  
silenciamiento	  de	  MICU1.	  Los	  resultados	  son	  medias	  de	  tres	  experimentos.	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4.3  Efecto del silenciamiento de MICU2 
4.3.1 Generación de clones estables con MICU2 silenciado 
Se	  han	  realizado	  transfecciones	  estables	  en	  la	  línea	  HeLa	  con	  el	  sh-­‐RNA	  de	  MICU2	  y	  se	  
han	  seleccionado	  las	  poblaciones	  transfectadas	  correctamente.	  Se	  ha	  escogido	  el	  clon	  
SH4-­‐MICU2#2	  dado	  que	  era	  el	  que	  mejor	  respondía	  ante	  una	  adición	  de	  calcio,	  según	  
experimentos	  previos.	  	  
El	  nivel	  de	  silenciamiento	  de	  la	  proteína	  MICU2	  se	  ha	  estudiado	  por	  medio	  de	  Western	  
blot.	  En	  la	  figura	  32	  podemos	  observar	  como	  el	  nivel	  residual	  de	  la	  proteína	  MICU2	  en	  
el	   clon	   SH4-­‐MICU2#2	   (sh-­‐clon)	   es	   del	   40%	   respecto	   al	   clon	   control	   SHsc-­‐MCU#5	   (sc-­‐
clon).	  Los	  valores	  se	  encuentran	  normalizados	  en	  relación	  a	   la	  proteína	  actina,	  usada	  
como	  control	  de	  carga.	  Los	  resultados	  son	  medias	  ±	  e.e.m.	  de	  6	  muestras.	  La	  proteína	  
MICU2	  tiene	  un	  peso	  molecular	  de	  54kDa	  y	  la	  actina	  de	  42kDa.	  
	  
	  
Figura	  32:	  Cuantificación	  de	  la	  expresión	  de	  MICU2	  	  por	  Western	  blot.	  Análisis	  de	  la	  densitometría	  de	  
los	   Western	   blot	   de	   MICU2	   	   normalizados	   con	   	   su	   correspondiente	   actina.	   Los	   valores	   se	  
muestran	  como	  la	  media	  ±	  e.e.m.	  de	  los	  niveles	  de	  MCU	  de	  n=6	  	  de	  los	  clones	  SH4-­‐MICU2#2	  (sh-­‐
clon)	  y	  SHsc-­‐MCU#3	  (sc-­‐clon).	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4.3.2 Pico de calcio citosólico y mitocondrial inducido por histamina 
Se	  han	  estimulado	  las	  células	  con	  histamina	  100µM	  con	  el	  fin	  de	  estudiar	  cómo	  afecta	  
el	   silenciamiento	   de	   MICU2	   	   a	   la	   dinámica	   de	   calcio	   celular	   en	   células	   intactas.	   La	  
histamina	  tras	  unirse	  a	  su	  receptor,	  genera	  IP3	  que	  produce	  la	  salida	  de	  calcio	  desde	  el	  
retículo	  endoplásmico.	  	  
Para	  analizar	  el	  aumento	  de	  calcio	  citosólico	  y	  el	  efecto	  tamponador	  de	  la	  mitocondria	  
ante	   este	   aumento,	   hemos	   medido	   la	   concentración	   de	   calcio	   en	   ambos	  
compartimentos.	  
Para	   realizar	   las	   mediciones	   de	   calcio	   citosólico	   hemos	   utilizado	   el	   clon	   con	  MICU2	  
silenciado	   denominado	   SH4-­‐MICU2#2	   (sh,	   rojo),	   así	   como	   el	   clon	   con	   el	   Sh	   control	  
denominado	   SHsc-­‐MCU#5	   (sc,	   negro).	   Ambos	   clones	   han	   sido	   transfectados	   con	  
aequorina	  citosólica	  (AEQ)	  y	  reconstituidos	  con	  celenterazina	  w.	  Las	  medidas	  de	  calcio	  
mitocondrial	  se	  han	  realizado	  sobre	   los	  mismos	  clones,	  pero	  en	  este	  caso,	   las	  células	  
han	   sido	   transfectadas	   con	   aequorina	   mitocondrial	   (mitmutAEQ)	   y	   se	   han	  
reconstituido	  con	  celenterazina	  w.	  	  
El	   efecto	   del	   silenciamiento	   de	   MICU2	   en	   el	   pico	   de	   calcio	   citosólico	   inducido	   por	  
histamina	   se	  muestra	   en	   la	   figura	   33.	  Al	   estimular	   las	   células	   con	  histamina	   100µM,	  
observamos	  que	   las	   células	   con	  MICU2	   silenciado	   tienen	  un	  pico	  de	   calcio	   citosólico	  
significativamente	  menor	  que	  las	  células	  control,	  en	  concreto	  un	  65%	  del	  valor	  control	  	  
(Fig.	  33a	  y	  b).	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Figura	  33:	  Efecto	  del	  silenciamiento	  de	  MICU2	  en	  el	  pico	  de	  calcio	  citosólico	   inducido	  por	  histamina.	  
Pico	   de	   calcio	   citosólico	   inducido	   por	   histamina	   100µM	   	   (His)	   en	   clones	   estables	   de	   SH4-­‐
MICU2#2	  (sh,	  rojo)	  o	  de	  SHsc-­‐MCU#5	  (sc,	  negro)	  (a).	  Análisis	  estadístico	  de	   la	  concentración	  
de	   calcio	   citosólica	   alcanzada	   el	   punto	  más	   alto	   (pico)	   y	   en	   la	   basal	   final	   (basal)	   (media	   ±	  
e.e.m.	  de	  n=15-­‐14)	  (b).	  Las	  células	  fueron	  transfectadas	  con	  la	  aequorina	  citosólica.	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El	   pico	   de	   calcio	   mitocondrial	   inducido	   por	   histamina	   se	   muestra	   en	   la	   figura	   34.	  
Podemos	  observar	  que	  al	  estimular	  las	  células	  con	  histamina	  100µM,	  el	  pico	  de	  calcio	  
mitocondrial	  de	   las	  células	  con	  MICU2	  silenciado	  es	  significativamente	  mayor	   (250%)	  
respecto	  al	  de	  	  las	  células	  control	  (Fig.	  34a	  y	  b).	  	  
Los	   valores	   correspondientes	   a	   los	   niveles	   basales	   de	   calcio	   alcanzados	   tras	   la	  
estimulación	   con	   histamina,	   tanto	   citosólicos	   como	   mitocondriales,	   no	   presentan	  
diferencias	  entre	  las	  células	  control	  y	  las	  células	  con	  MICU2	  silenciado.	  
	  
	  
Figura	   34:	   Efecto	   del	   silenciamiento	   de	   MICU2	   en	   el	   pico	   de	   calcio	   mitocondrial	   inducido	   por	  
histamina.	  Pico	  de	  calcio	  mitocondrial	  inducido	  por	  histamina	  100µM	  	  (His)	  en	  clones	  estables	  
de	   SH4-­‐MICU2#2	   (sh,	   rojo)	   o	   de	   SHsc-­‐MCU#5	   (sc,	   negro)	   (a).	   Análisis	   estadístico	   de	   la	  
concentración	  de	  calcio	  mitocondrial	  alcanzada	  en	  el	  punto	  más	  alto	  (pico)	  y	  en	  la	  basal	  final	  
(basal)	   (media	   ±	   e.e.m.	   de	   n=24-­‐27).	   Las	   células	   fueron	   transfectadas	   con	   la	   aequorina	  
mitocondrial	  mutada.	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4.3.3 Salida de calcio del reticulo endoplásmico inducida por 
histamina 
Teniendo	   en	   cuenta	   la	   disminución	   en	   el	   pico	   de	   calcio	   citosólico	   inducido	   por	  
histamina	   en	   las	   células	   con	   MICU2	   silenciado,	   es	   importante	   preguntarse	   si	   esas	  
variaciones	  pueden	  ser	  debidas,	  al	  menos	  en	  parte,	  a	  cambios	  en	  la	  liberación	  de	  calcio	  
por	  parte	  del	  retículo	  endoplásmico.	  Para	  estudiar	  esta	  posibilidad,	  hemos	  analizado	  la	  
salida	   de	   calcio	   del	   retículo	   tras	   la	   estimulación	   con	  histamina	   100µM	  de	   las	   células	  
silenciadas	   (SH4-­‐MICU2#2,	   sh	   en	   rojo)	   y	   de	   las	   células	   control	   (SHsc-­‐MCU#5,	   sc	   en	  
negro).	  
Los	   estudios	   en	   retículo	   se	   han	   realizado	   transfectando	   las	   células	   con	   aequorina	  
dirigida	  a	   retículo	  endoplásmico	  doblemente	  mutada	   (LAerAEQ)	   y	   reconstituidas	   con	  
celenterazina	  i.	  La	  figura	  35	  muestra	  la	  concentración	  de	  calcio	  del	  retículo	  durante	  la	  
liberación	  de	  calcio	  inducida	  por	  histamina	  100µM.	  
Como	  se	  ha	  descrito	  previamente	  (Montero	  et	  al.,	  1997;	  Vay	  et	  al.,	  2007),	  la	  liberación	  
de	  calcio	  por	  parte	  del	  retículo	  en	  las	  células	  control	  tiene	  dos	  fases.	  Una	  primera	  fase	  
más	  rápida	  seguida	  de	  una	  segunda	  fase	  más	  lenta.	  La	  transición	  entre	  las	  dos	  fases	  se	  
debe	  a	  la	  inhibición	  dependiente	  de	  calcio	  que	  sufre	  el	  receptor	  de	  IP3.	  Este	  cambio	  de	  
velocidad	   en	   la	   salida	   de	   calcio	   desde	   el	   retículo	   se	   puede	   observar	   en	   las	   células	  
control	  de	  la	  figura	  35a.	  En	  cambio,	  las	  células	  con	  MICU2	  silenciado	  no	  presentan	  esta	  
diferencia	   en	   la	   velocidad	   de	   salida	   de	   calcio	   del	   retículo.	   En	   este	   tipo	   celular	   se	  
observa	  una	  salida	  de	  calcio	  rápida	  y	  constante.	  	  	  
La	  figura	  35	  b,	  es	  una	  ampliación	  de	  la	  zona	  donde	  se	  produce	  el	  cambio	  de	  velocidad	  
de	   liberación	   de	   calcio	   en	   las	   células	   control.	   En	   esta	   figura	   podemos	   observar	   las	  
barras	  de	  error	  así	  como	   la	  significación	  de	   las	  diferencias	  que	  se	  observan	  entre	   las	  
células	  con	  MICU2	  silenciado,	  donde	  no	  se	  aprecia	  un	  cambio	  en	  la	  velocidad	  de	  salida	  
de	  calcio,	  y	  las	  células	  control	  que	  presentan	  las	  dos	  fases	  descritas	  anteriormente.	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Figura	   35:	   Efecto	   del	   silenciamiento	   de	  MICU2	   en	   la	   velocidad	   de	   salida	   de	   calcio	   desde	   el	   retículo	  
endoplásmico	   inducida	   por	   histamina.	   La	   figura	   a	  muestra	   la	   salida	   de	   calcio	   desde	   el	  
retículo	   inducida	   por	   histamina	   100µM	   en	   clones	   estables	   con	   MICU2	   silenciado,	   SH4-­‐
MICU2#2	  (sh,	  rojo)	  y	  clones	  control,	  SHsc-­‐MCU#5	  (sc,	  negro).	  La	  gráfica	  representa	  la	  media	  
de	   n=13-­‐17.	   La	   figura	  b	  muestra	   una	   vista	   ampliada	   de	   la	   figura	   a,	   donde	   se	   incluyen	   las	  
barras	  de	  error.	  Las	  células	  fueron	  transfectadas	  con	  aequorina	  doblemente	  mutada	  dirigida	  
al	  retículo	  endoplásmico.	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4.3.4 Captación de calcio mitocondrial en células permeabilizadas 
Como	   ya	   hemos	   hecho	   en	   el	   caso	   de	   MICU1,	   hemos	   ampliado	   los	   estudios	   de	  
captación	  de	  calcio	  mitocondrial	  utilizando	  células	  permeabilizadas.	  En	  estas	  células	  la	  
captación	   de	   calcio	   por	   parte	   de	   la	   mitocondria	   es	   únicamente	   dependiente	   de	   la	  
concentración	  de	  calcio	  perfundido.	  
Los	  clones	  estables	  tanto	  con	  MICU2	  silenciado	  (sh,	  rojo)	  como	  control	  (sc,	  negro)	  han	  
sido	   transfectados	   con	   aequorina	   dirigida	   a	   la	   mitocondria.	   Dependiendo	   de	   la	  
concentración	  de	  calcio	  perfundida	  se	  han	  utilizado	  aequorinas	  de	  diferente	  afinidad	  
(igual	  que	  en	  los	  estudios	  realizados	  para	  MICU1).	  	  
Una	   vez	   permeabilizadas	   las	   células,	   se	   mantienen	   durante	   diez	   minutos	   en	   medio	  
interno	   EGTA	   para	   asegurar	   una	   concentración	   de	   calcio	   menor	   de	   10nM	  
correspondiente	   al	   estado	   basal.	   Posteriormente	   se	   perfunden	   los	   diferentes	  
tampones	  de	  concentración	  de	  calcio	  conocida.	  
Como	   vemos	   en	   la	   figura	   36a,	   la	   perfusión	   del	   tampón	   de	   concentración	   de	   calcio	  
100nM,	  produce	  un	  aumento	  en	  la	  concentración	  de	  calcio	  mitocondrial	  de	  las	  células	  
con	  MICU2	  silenciado,	  pero	  no	  en	   las	  células	  control.	  Además,	  Las	  células	  silenciadas	  
alcanzan	  un	  estado	  estacionario	  en	  el	  cual	  permanecen	  de	  forma	  prolongada.	  	  
Cuando	   perfundimos	   con	   una	   concentración	   de	   calcio	   de	   300nM	   o	   500nM,	   la	  
respuesta	  de	  las	  células	  control	  es	  todavía	  muy	  pequeña,	  mientras	  que	  en	  las	  células	  
silenciadas	  el	  aumento	  de	  la	  concentración	  de	  calcio	  mitocondrial	  es	  mucho	  mayor	  .	  En	  
ambos	  	  casos	  la	  concentración	  de	  calcio	  mitocondrial	  de	  las	  células	  silenciadas	  también	  
alcanza	  un	  estado	  estacionario	  	  en	  el	  cual	  permanece	  estable	  	  (Fig.	  36b	  y	  c).	  	  
Las	  diferencias	  en	  el	  incremento	  de	  la	  concentración	  de	  calcio,	  entre	  las	  células	  control	  
y	   las	   células	   con	   MICU2	   silenciado,	   para	   las	   concentraciones	   de	   calcio	   citosólico	  
100nM,	  300nM	  y	  500nM	  son	  estadísticamente	  significativas	  (Fig.	  36d).	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Figura	   36:	   Efecto	   del	   silenciamiento	   de	   MICU2	   en	   la	   captación	   de	   calcio	   mitocondrial	   en	   células	  
permeabilizadas	  en	  presencia	  de	  diferentes	  concentraciones	  de	  calcio	  (I).	  Las	  células	  Hela	  
con	   MICU2	   silenciado	   de	   forma	   estable	   (sh,	   rojo)	   y	   el	   clon	   control	   (sc,	   negro)	   fueron	  
transfectadas	   con	   aequorina	   mitocondrial	   mutada.	   Las	   células	   fueron	   permeabilizadas	   y	  
perfundidas	   con	   tampones	   de	   calcio	   de	   concentración	   conocida	   desde	   100	   hasta	   500nM	  
como	   se	   indica	   en	   la	   figura.	   Los	   resultados	   son	  medias	   de	   3-­‐4	   experimentos	   diferentes	   de	  
cada	  tipo.	  La	  figura	  d	  muestra	  las	  medias	  ±	  e.e.m	  de	  la	  concentración	  de	  calcio	  mitocondrial	  
máxima	   alcanzada	   en	   cada	   caso,	   así	   como	   la	   significación	   estadística	   de	   los	   cambios	  
inducidos	  por	  el	  silenciamiento	  de	  MICU2.	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Al	   perfundir	   los	   tampones	   con	   concentración	   de	   calcio	   1,5µM,	   2,5µM	   y	   3,5µM	  
observamos	  el	  mismo	  efecto.	  El	  aumento	  de	  la	  concentración	  de	  calcio	  mitocondrial	  es	  
mucho	  mayor	  en	  las	  células	  silenciadas	  respecto	  a	  las	  células	  control,	  en	  torno	  a	  unas	  5	  
veces	  	  y	  es,	  en	  todos	  los	  casos,	  estadísticamente	  significativa	  (Fig.	  37).	  	  
	  
	  
Figura	   37:	   Efecto	   del	   silenciamiento	   de	   MICU2	   en	   la	   captación	   de	   calcio	   mitocondrial	   en	   células	  
permeabilizadas	  en	  presencia	  de	  diferentes	  concentraciones	  de	  calcio	  (II).	  Las	  células	  Hela	  
con	   MICU2	   silenciado	   de	   forma	   estable	   (sh,	   rojo)	   y	   el	   clon	   control	   (sc,	   negro)	   fueron	  
transfectadas	   con	   aequorina	   mitocondrial	   mutada.	   Las	   células	   fueron	   permeabilizadas	   y	  
perfundidas	  con	  tampones	  de	  calcio	  de	  concentración	  conocida	  desde	  1.5	  hasta	  3.5µM	  como	  
se	   indica	   en	   la	   figura.	   Los	   resultados	   son	  medias	   de	   3-­‐4	   experimentos	   diferentes	   de	   cada	  
tipo.	   La	   figura	   d	  muestra	   las	   medias	   ±	   e.e.m	   de	   la	   concentración	   de	   calcio	   mitocondrial	  
máxima	   alcanzada	   en	   cada	   caso,	   así	   como	   la	   significación	   estadística	   de	   los	   cambios	  
inducidos	  por	  el	  silenciamiento	  de	  MICU2.	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Cuando	   perfundimos	   el	   tampón	   de	   calcio	   de	   concentración	   4,5µM	   también	  
observamos	   que	   la	   captación	   de	   calcio	   mitocondrial	   es	   mayor	   y	   más	   rápida	   en	   las	  
células	   con	   MICU2	   silenciado	   respecto	   a	   las	   células	   control,	   y	   la	   diferencia	   es	  
estadísticamente	  significativa	  (Fig.	  38a	  y	  d).	  
Sin	  embargo,	  al	  perfundir	   tampones	  de	  calcio	  de	  concentraciones	   superiores	   (7µM	  y	  
10µM),	   las	   diferencias	   en	   la	   captación	   de	   calcio	   mitocondrial	   entre	   los	   dos	   tipos	  
celulares	  desaparecen	  y	  ya	  no	  observamos	  cambios	  	  significativos	  (Fig.	  38b,	  c,	  d).	  
	  
	  
Figura	   38:	   Efecto	   del	   silenciamiento	   de	   MICU2	   en	   la	   captación	   de	   calcio	   mitocondrial	   en	   células	  
permeabilizadas	  en	  presencia	  de	  diferentes	  concentraciones	  de	  calcio	  (III).	  Las	  células	  Hela	  
con	   MICU2	   silenciado	   de	   forma	   estable	   (sh,	   rojo)	   y	   el	   clon	   control	   (sc,	   negro)	   fueron	  
transfectadas	   con	   aequorina	   mitocondrial	   mutada.	   Las	   células	   fueron	   permeabilizadas	   y	  
perfundidas	  con	  tampones	  de	  calcio	  de	  concentración	  conocida	  desde	  4.5	  hasta	  10µM	  como	  
se	   indica	   en	   la	   figura.	   Los	   resultados	   son	  medias	   de	   3-­‐4	   experimentos	   diferentes	   de	   cada	  
tipo.	   La	   figura	   d	  muestra	   las	   medias	   ±	   e.e.m	   de	   la	   concentración	   de	   calcio	   mitocondrial	  
máxima	   alcanzada	   en	   cada	   caso,	   así	   como	   la	   significación	   estadística	   de	   los	   cambios	  
inducidos	  por	  el	  silenciamiento	  de	  MICU2.	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Por	  todo	  ello	  podemos	  concluir	  que	  la	  captación	  de	  calcio	  mitocondrial	  de	  las	  células	  
con	   MICU2	   silenciado	   es	   mucho	   mayor,	   con	   respecto	   a	   las	   células	   control,	   para	  
concentraciones	  de	  calcio	  citosólico	  bajas,	  desde	  100nM	  hasta	  4,5µM.	  A	  partir	  de	  este	  
valor	  no	  se	  producen	  diferencias	  significativas	  en	   la	  captación	  de	  calcio	  mitocondrial.	  
Además,	  la	  magnitud	  de	  ese	  incremento	  en	  la	  concentración	  de	  calcio	  mitocondrial	  es	  
máxima	  para	  valores	  bajos	  de	  calcio	  citosólico	  y	  va	  disminuyendo	  progresivamente	  al	  
aumentar	  la	  concentración	  de	  calcio	  citosólico.	  	  
La	   figura	   39	  muestra	   el	   cociente	   entre	   el	   incremento	   de	   la	   concentración	   de	   calcio	  
mitocondrial	   en	   células	   silenciadas	   y	   en	   células	   control	   para	   cada	   concentración	   de	  
calcio	  citosólico.	  En	  esta	  figura	  podemos	  observar	  que	  la	  diferencia	  en	  la	  captación	  de	  
calcio	  mitocondrial	   entre	   ambos	   tipos	   celulares	   va	   disminuyendo	   según	   aumenta	   la	  
concentración	  de	  calcio	  citosólico.	  	  
Estos	   resultados	   indican	   que	  MICU2	   actúa	   como	   inhibidor	   del	   uniportador	   de	   calcio	  
mitocondrial,	   pero	   sólo	   a	   bajas	   concentraciones	   de	   calcio	   citosólico.	   Además	   este	  
efecto	   va	   disminuyendo	   a	   medida	   que	   	   va	   aumentando	   la	   concentración	   de	   calcio	  
citosólico	  y	  desaparece	  por	  completo	  a	  partir	  de	  7µM.	  
	  
Figura	   39:	   Efecto	   del	   silenciamiento	   de	   MICU2	   en	   la	   captación	   de	   calcio	   mitocondrial	   en	   células	  
permeabilizadas	  en	  presencia	  de	  diferentes	  concentraciones	  de	  calcio	   (IV).	  Se	  muestra	  la	  
razón	   entre	   la	   concentración	   de	   calcio	   mitocondrial	   máxima	   alcanzada	   en	   los	   clones	   con	  
MICU2	  silenciado	  con	  respecto	  a	  los	  clones	  control,	  en	  función	  de	  la	  concentración	  de	  calcio	  
del	  tampón	  perfundido.	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4.3.5 Efecto del inhibidor del intercambiador Na+/Ca2+ mitocondrial y 
del  activador del Uniportador de calcio mitocondrial 
kaempherol  
El	  aumento	  de	  la	   	  captación	  de	  calcio	  mitocondrial,	   inducida	  por	  el	  silenciamiento	  de	  
MICU2,	  podría	  estar	  relacionada	  con	  procesos	  ya	  conocidos	  que	  producen	  un	  aumento	  
en	  la	  captación	  de	  calcio	  mitocondrial	  no	  relacionado	  con	  cambios	  en	  la	  concentración	  
de	  calcio	  citosólico.	  Estos	  procesos	   son,	  en	  primer	   lugar,	   la	   inhibición	  de	   la	   salida	  de	  
calcio	  de	  la	  mitocondria	  a	  través	  del	  intercambiador	  Na+/Ca2+	  mitocondrial.	  Inhibiendo	  
la	  salida	  de	  Ca2+	  de	  la	  mitocondria	  se	  produce	  un	  aumento	  de	  la	  velocidad	  de	  llenado	  
de	  Ca2+	  de	  la	  mitocondria	  que	  no	  se	  debe	  a	  aumento	  de	  la	  entrada	  sino	  al	  bloqueo	  de	  
la	   salida.	   Un	   conocido	   compuesto	   que	   produce	   este	   efecto	   es	   el	   CGP37157,	   un	  
conocido	   inhibidor	  de	  este	   intercambiador.	   En	   segundo	   lugar,	   sabemos	  que	  hay	  una	  
serie	  de	  compuestos	  que	  activan	  directamente	   la	  entrada	  de	  Ca2+	  a	   la	  mitocondria	  a	  
través	  del	  MCU	  por	  mecanismos	  que	  aún	  desconocemos	  (Montero	  et	  al.	  2004).	  Entre	  
estos	  activadores	  del	  MCU,	  uno	  de	  los	  más	  conocidos	  es	  el	  kaempferol.	  Para	  descartar	  
que	  los	  efectos	  del	  silenciamiento	  de	  MICU2	  puedan	  deberse	  a	  una	  interacción	  con	  los	  
flujos	  de	  salida	  de	  Ca2+	  de	  la	  mitocondria	  o	  con	  este	  mecanismo	  de	  activación	  del	  MCU,	  
hemos	  estudiado	  si	   los	  efectos	  de	  CGP37157	  o	  kaempferol	   son	  aditivos	  al	  efecto	  del	  
silenciamiento.	  	  
Las	  células	  con	  MICU2	  silenciado	  (sh,	  rojo),	  o	  con	  el	  control	  negativo	  de	  silenciamiento	  
(sc,	  negro),	  se	  permeabilizan	  para	  perfundirlas	  con	  el	  tampón	  de	  calcio	  500nM.	  A	  estos	  
tampones	   de	   calcio	   se	   añaden	   los	   compuestos	   a	   estudiar:	   CGP37157	   y	   kaempherol.	  
Para	  estudiar	  la	  dinámica	  de	  calcio	  mitocondrial	  debida	  a	  tampones	  de	  calcio	  500nM,	  
se	  ha	  utilizado	  la	  aequorina	  mitmutAEQ	  reconstituida	  con	  celenterazina	  w.	  
Como	   se	   observa	   en	   la	   figura	   40a,	   las	   células	   con	  MICU2	   silenciado	   presentan	   una	  
mayor	   captación	   de	   calcio	  mitocondrial	   que	   las	   células	   control.	   Al	   añadir	   CGP37157	  
10µM,	  observamos	  que	  la	  captación	  de	  calcio	  mitocondrial	  se	  ve	  incrementada,	  tanto	  
en	   las	   células	   control	   como	   en	   las	   células	   silenciadas,	   y	   en	   una	  magnitud	   similar	   en	  
ambos	  casos	  (Fig.	  40b).	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Figura	  40:	  Efecto	  del	  CGP37157	  en	  la	  captación	  de	  calcio	  mitocondrial	  en	  células	  control	  y	  en	  células	  
con	   MICU2	   silenciado.	   El	   clon	   estable	   con	   MICU2	   silenciado	   (SH4-­‐MICU2#2,	   sh)	   y	   el	   clon	  
control	   (SHsc-­‐MCU#5,	   sc)	   fueron	   transfectados	   con	   aequorina	   mitocondrial	   mutada.	   Las	  
células	  fueron	  permeabilizadas	  y	  perfundidas	  con	  un	  tampón	  de	  calcio	  500nM	  en	  ausencia	  o	  
en	   presencia	   de	   CGP37157	   (CGP)	   a	   una	   concentración	   de	   10µM	   (figura	   a	   y	   estadística	   en	  
figura	  b).	  Los	  resultados	  son	  media	  ±	  e.e.m	  de	  3-­‐5	  experimentos	  de	  cada	  tipo.	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Cuando	  se	  añade	  kaempherol	  10µM	  al	  tampón	  de	  calcio	  500nM,	  observamos	  el	  mismo	  
efecto.	   La	   captación	   de	   calcio	  mitocondrial	   se	   ve	   incrementada	   tanto	   en	   las	   células	  
control	  como	  en	   las	  células	  silenciadas	   (Fig.	  41b).	  Además,	  este	  aumento	  es	   también	  
significativo	  en	  ambos	  casos	  (Fig.	  41b).	  
Si	   alguno	   de	   los	   mecanismos	   estudiados	   estuviera	   relacionado	   con	   el	   efecto	   del	  
silenciamiento	   de	   MICU2,	   el	   compuesto	   correspondiente	   debería	   haber	   tenido	   un	  
efecto	  mucho	  menor	   en	   las	   células	   silenciadas.	   Por	   lo	   tanto,	   al	   no	   ser	   así,	   podemos	  
decir	   que	   la	   activación	   de	   la	   entrada	   de	   Ca2+	   a	   la	   mitocondria	   inducida	   por	   el	  
silenciamiento	  de	  MICU2	  no	  está	  mediada	  por	  	  ninguno	  de	  esos	  mecanismos.	  	  
	  
	  
Figura	  41:	  Efecto	  del	  kaempherol	  en	  la	  captación	  de	  calcio	  mitocondrial	  en	  células	  control	  y	  en	  células	  
con	   MICU2	   silenciado.	   El	   clon	   estable	   con	   MICU2	   silenciado	   (SH4-­‐MICU2#2,	   sh)	   y	   el	   clon	  
control	   (SHsc-­‐MCU#5,	   sc)	   fueron	   transfectados	   con	   aequorina	   mitocondrial	   mutada.	   Las	  
células	  fueron	  permeabilizadas	  y	  perfundidas	  con	  un	  tampón	  de	  calcio	  500nM	  en	  ausencia	  o	  
en	  presencia	  de	  kaempherol	  10µM	  (K).	  Los	  resultados	  son	  media	  de	  3-­‐5	  experimentos	  de	  cada	  
tipo.	  La	  figura	  b	  muestra	  la	  media	  ±	  e.e.m.	  de	  la	  concentración	  de	  calcio	  mitocondrial	  máxima	  
alcanzada	  junto	  con	  la	  significancia	  de	  los	  cambios	  inducidos	  por	  kaempherol.	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4.3.6 Efecto del doble silenciamiento de MICU1 y MICU2 en la 
captación de calcio mitocondrial 
La	  relación	  entre	  MICU1	  y	  MICU2,	  así	  como	  su	  implicación	  en	  la	  modulación	  del	  flujo	  
de	  calcio	  a	   través	  del	  MCU	  están	  actualmente	  en	  debate.	  La	  principal	  dificultad	  para	  
esclarecer	   el	   proceso	   concreto,	   radica	   en	   la	   necesidad	   de	   MICU2	   de	   formar	  
heterodímeros	  con	  MICU1	  para	  poder	  unirse	  al	  complejo	  del	  MCU.	  Por	  este	  motivo,	  el	  
silenciamiento	  de	  MICU1	  conlleva	  la	  pérdida	  de	  MICU2	  (Patron	  et	  al.,	  2013,	  Kamer	  &	  
Mootha,	  2014).	  	  
Como	  hemos	  visto	  en	  las	  figuras	  36-­‐38,	  la	  captación	  de	  calcio	  mitocondrial,	  en	  células	  
con	  MICU2	  silenciado,	  alcanza	  un	  estado	  estacionario	   final,	  mantenido	  en	  el	   tiempo,	  
para	   todas	   las	   concentraciones	   de	   calcio	   citosólico	   estudiadas.	   Este	   hecho	   contrasta	  
con	   el	   gran	   pico	   transitorio	   de	   alto	   calcio	   observado	   en	   experimentos	   de	   la	   misma	  
naturaleza	  donde	   se	  ha	   silenciado	  MICU1	   (Fig.	   22	   y	   23,	   efecto	  del	   silenciamiento	  de	  
MICU1	   en	   la	   captación	   de	   calcio	  mitocondrial).	   Estas	   diferencias	   tan	  marcadas	   en	   la	  
cinética	  de	  captación	  de	  calcio	  mitocondrial,	  debidas	  al	  silenciamiento	  de	  MICU1	  en	  un	  
caso,	  o	  de	  MICU2	  en	  otro	  caso,	  sugieren	  que	  el	  aumento	  	  de	  velocidad	  de	  captación	  de	  
calcio	   mitocondrial	   en	   las	   células	   con	   MICU1	   silenciado	   no	   puede	   ser	   atribuida	  
simplemente	   a	   la	   eliminación	   de	   MICU2	   inducida	   por	   la	   ausencia	   de	   MICU1.	  
Alternativamente,	  MICU1	  podría	  tener	  también	  un	  papel	   inhibidor	  del	  flujo	  de	  Ca2+	  a	  
concentraciones	  bajas	  de	  calcio	  citosólico.	  	  
Para	   obtener	   evidencia	   adicional	   sobre	   los	   efectos	   específicos	   de	   MICU1	   y	   MICU2	  
sobre	  el	  MCU	  a	  calcios	  citosólicos	  bajos,	  hemos	  realizado	  una	  serie	  de	  experimentos	  
midiendo	   la	   entrada	   de	   Ca2+	   en	   células	   con	   silenciamiento	   simple	   o	   doble	   de	   estas	  
proteínas.	   En	   todos	   los	   casos	   son	   células	   transfectadas	   con	   aequorina	   mitmutAEQ,	  
reconstituida	  con	  celenterazina	  w.	  Estas	  células	  se	  permeabilizan	  	  y	  perfunden	  durante	  
5	  minutos	  con	  medio	  interno	  EGTA.	  Después,	  se	  perfunde	  	  el	  medio	  de	  concentración	  
de	  calcio	  1.5µM.	  
En	   primer	   lugar,	   hemos	   comparado	   la	   eficiencia	   del	   silenciamiento	   de	   MICU2	   bajo	  
diferentes	   condiciones,	   analizando	   su	   efecto	   en	   la	   captación	   de	   calcio	  mitocondrial.	  
Para	  ello	  hemos	  utilizado	  dos	  plásmidos	  de	  silenciamiento,	  SH3-­‐MICU2	  y	  SH4-­‐MICU2	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(véase	  Materiales	   y	   Métodos).	   Ambos	   plásmidos	   generan	   efectos	   similares,	   aunque	  
relativamente	  pequeños,	  tras	  transfecciones	  transitorias.	  El	  efecto	  se	  ve	  incrementado	  
en	   ambos	   casos	   cuando	   se	   generan	   clones	   estables	   con	   MICU2	   silenciado	   (SH4-­‐
MICU2#2),	  y	  obtenemos	  un	  efecto	  aún	  mayor	  cuando	  en	  uno	  de	  estos	  clones	  estables	  
realizamos	  	  una	  transfeccion	  transitoria	  con	  el	  otro	  	  plásmido	  de	  silenciamiento.	  	  
La	  figura	  42a	  muestra	  la	  captación	  de	  calcio	  mitocondrial	  en	  las	  células	  control	  (negro,	  
línea	  1),	  en	  la	  transfección	  transitoria,	  en	  células	  HeLa	  con	  SH3-­‐MICU2	  (morado,	  línea	  
3),	   en	   el	   clon	   estable	   con	   MICU2	   silenciado	   (SH4-­‐MICU2#2,	   rojo,	   línea	   2)	   y	   	   en	   la	  
transfección	   transitoria,	   sobre	   el	   clon	   con	   MICU2	   silenciado,	   con	   el	   plásmido	   SH3-­‐
MICU2	  (rosa,	  línea	  4).	  El	  aumento	  de	  la	  concentración	  de	  calcio	  mitocondrial	  es	  mucho	  
mayor	   en	   el	   clon	   con	   MICU2	   silenciado	   (línea	   2)	   con	   respecto	   a	   la	   transfección	  
transitoria	   (línea	  3).	  El	   silenciamiento	  de	  MICU2	  no	  es	  completo	  en	  el	  clon	  ya	  que	   la	  
transfección	  transitoria	  en	  estas	  células	  (línea	  4)	  conlleva	  un	  incremento	  aún	  mayor	  de	  
la	   captación	   de	   calcio	   mitocondrial.	   En	   efecto,	   como	   hemos	   mencionado	  
anteriormente	   (Fig.	   32),	   estudios	   de	   expresión	   por	   western	   blot	   mostraron	   que	   el	  
grado	  de	  silenciamiento	  de	  MICU2	  en	  el	  clon	  es	  del	  60%.	   	  El	  valor	  de	   la	  velocidad	  de	  
captación	  de	  calcio	  mitocondrial	  obtenido	  en	  esta	  última	  condición	  (clon	  +	  transitorio),	  
15	  veces	  superior	  al	  valor	  de	  las	  células	  control,	  sugiere	  que	  se	  ha	  conseguido	  un	  grado	  
de	  silenciamiento	  de	  MICU2	  muy	  alto.	  Este	  valor	  ha	  ido	  aumentando	  en	  las	  diferentes	  
condiciones	  estudiadas	  según	  aumentaba	  el	  grado	  de	  silenciamiento.	  Los	  valores	  son	  
estadísticamente	  significativos	  (Fig.	  42b).	  
La	  figura	  42c	  muestra	  la	  comparación	  de	  los	  efectos	  encontrados	  al	  silenciar	  MICU2	  de	  
forma	  estable	  (rojo,	   línea	  2)	  y	  MICU1	  de	  forma	  transitoria	   (azul,	   línea	  5),	  así	  como	  la	  
combinación	   de	   ambos	   (verde,	   línea	   6).	   En	   esta	   figura	   se	   hacen	   evidentes	   las	  
diferencias	  en	  la	  cinética	  de	  captación	  de	  calcio	  mitocondrial	  debida	  al	  silenciamiento	  
de	  cada	  una	  de	  las	  proteínas	  por	  separado.	  En	  primer	  lugar,	  la	  velocidad	  de	  captación	  
de	   calcio	   mitocondrial	   es	   mucho	   más	   rápida	   (el	   doble,	   Fig.	   42d)	   en	   las	   células	   con	  
MICU1	  silenciado	  respecto	  a	   las	  células	  con	  MICU2	  silenciado.	  Además,	  mientras	  que	  
las	  células	  con	  MICU2	  silenciado	  llegan	  a	  un	  estado	  estacionario,	  las	  células	  con	  MICU1	  
silenciado	  generan	  un	  pico	  transitorio	  de	  alto	  calcio	  que	  va	  disminuyendo	  en	  el	  tiempo	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hasta	  llegar	  a	  un	  valor	  de	  concentración	  de	  calcio	  mitocondrial	  cercano	  al	  alcanzado	  al	  
silenciar	  MICU2.	  
Por	  otro	   lado,	  cuando	  silenciamos	  de	   forma	  transitoria	  MICU1	  en	  células	  con	  MICU2	  
silenciado	  de	  forma	  estable	  (línea	  6),	  la	  velocidad	  de	  captación	  de	  calcio	  mitocondrial	  
aumenta	  rápidamente	  y	  aparece	  el	  pico	  de	  alto	  calcio	  obtenido	  al	  silenciar	  MICU1.	  Por	  
lo	   tanto	   se	   observa	   la	   suma	   de	   dos	   efectos	   activadores	   diferentes,	   debidos	   al	  
silenciamiento	  de	  cada	  una	  de	  las	  proteínas	  por	  separado.	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Figura	  42:	  Efecto	  del	  silenciamiento	  de	  MICU1	  y	  MICU2	  sobre	  la	  captación	  de	  calcio	  mitocondrial.	  Las	  
células	   de	   las	   diferentes	   condiciones	   estudiadas	   fueron	   transfectadas	   con	   aequorina	  
mitocondrial	   mutada,	   permeabilizadas	   y	   perfundidas	   con	   un	   tampón	   de	   calcio	   1,5µM.	   Las	  
condiciones	   estudiadas	   fueron	   las	   siguientes:	   1,	   clon	   control	   (negro);	   2,	   silenciamiento	  
transitorio	   de	  MICU2	   con	   SH3-­‐MICU2	   (morado);	   3,	   clon	   estable	   con	  MICU2	   silenciado	   (SH4-­‐
MICU2#2,	  rojo);	  4,	  silenciamiento	  transitorio	  de	  MICU2	  con	  SH3-­‐MICU2	  sobre	  el	  clon	  estable	  
con	  MICU2	  silenciado	  (SH4-­‐MICU2#2,	  rosa);	  5,	  silenciamiento	  transitorio	  de	  MICU1	  con	  SH1-­‐
MICU1	   (azul)	   y	  6,	   silenciamiento	   transitorio	  de	  MICU1	   con	   SH1-­‐MICU1	   sobre	  el	   clon	  estable	  
con	  MICU2	  silenciado	  (SH4-­‐MICU2#2,	  verde).Los	  resultados	  son	  medias	  de	  tres	  experimentos	  
de	  cada	  tipo.	  Las	  figuras	  b	  y	  d	  	  muestran	  la	  media	  ±	  e.e.m.	  de	  las	  velocidades	  de	  aumento	  de	  
la	  concentración	  de	  calcio	  mitocondrial	  junto	  con	  la	  significancia	  de	  los	  cambios.	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4.3.7 Efecto del silenciamiento simple o doble de MICU1 y MICU2 
en el protocolo de doble perfusión de Ca2+.  
Como	  hemos	  visto	  antes,	   (Fig.	  28	  y	  29)	  el	  pico	   transitorio	  de	  calcio	  mitocondrial	  que	  
aparece	  en	  las	  células	  con	  MICU1	  silenciado	  se	  suprime	  ampliamente	  cuando	  se	  realiza	  
una	  adición	  previa	  de	  calcio	  500nM	  durante	  5	  minutos.	  
Para	   estudiar	   en	   detalle	   las	   	   diferencias	   en	   la	   cinética	   de	   captación	   de	   calcio	  
mitocondrial	  en	  las	  distintas	  condiciones,	  hemos	  realizado	  experimentos	  similares	  a	  los	  
comentados	   en	   el	   punto	   anterior,	   pero	   en	   este	   caso	   con	   dos	   perfusiones	   de	   calcio	  
consecutivas.	   Para	   ello,	   se	   ha	   diseñado	   un	   protocolo	   con	   dos	   perfusiones	   de	   calcio	  
500nM	   consecutivas	   con	   una	   duración	   cada	   una	   de	   5	   minutos,	   en	   células	  
permeabilizadas.	   Tras	   la	   primera	   adición	   se	  mantienen	   las	   células	   en	  medio	   interno	  
EGTA	  durante	  5	  minutos	  y	  se	  realiza	  la	  segunda	  adición	  de	  calcio.	  Los	  experimentos	  se	  
han	  realizado	  con	  la	  aequorina	  mitmutAEQ	  reconstituida	  con	  celenterazina	  w.	  
En	   la	   figura	   43	   a-­‐d	   vemos	   el	   efecto	   de	   las	   dos	   adiciones	   de	   calcio	   consecutivas	   en	  
células	   con	   silenciamiento	   de	  MICU1,	  MICU2	   o	  MICU1	   y	  MICU2.	   Las	   condiciones	   de	  
estudio	   son	   las	   siguientes:	   :	   1,	   clon	   control	   (SHsc-­‐MCU#5,	   negro);	   2,	   silenciamiento	  
transitorio	  de	  MICU2	  con	  SH3-­‐MICU2	  (morado);	  3,	  clon	  estable	  con	  MICU2	  silenciado	  
(SH4-­‐MICU2#2,	  rojo);	  4,	  silenciamiento	  transitorio	  de	  MICU2	  con	  SH3-­‐MICU2	  sobre	  el	  
clon	  estable	  con	  MICU2	  silenciado	  (SH4-­‐MICU2#2,	   rosa);	  5,	  silenciamiento	  transitorio	  
de	  MICU1	   con	   SH1-­‐MICU1	   (azul)	   y	   6,	   silenciamiento	   transitorio	   de	  MICU1	   con	   SH1-­‐
MICU1	  sobre	  el	  clon	  estable	  con	  MICU2	  silenciado	  (SH4-­‐MICU2#2,	  verde).	  	  
En	  la	  figura	  43	  b-­‐e,	  podemos	  ver	  que	  las	  diferencias	  existentes	  entre	  los	  dos	  picos	  de	  
calcio	  para	  las	  células	  con	  MICU2	  silenciado	  de	  forma	  transitoria,	  estable	  o	  ambas,	  son	  
muy	  pequeñas.	  En	  concreto	  los	  valores	  correspondientes	  al	  valor	  de	  concentración	  de	  
calcio	   mitocondrial	   máximo	   alcanzado,	   no	   presentan	   diferencias	   significativas	   en	  
ningún	  caso	  (Fig.	  43b).	  Con	  respecto	  a	  los	  valores	  asociados	  a	  la	  velocidad	  de	  captación	  
de	   calcio	   mitocondrial,	   vemos	   solamente	   una	   ligera	   diferencia,	   que	   es	   significativa,	  
entre	  el	  pico	  de	  calcio	  asociado	  a	  la	  primera	  adición	  respecto	  a	  la	  segunda,	  únicamente	  
en	  el	  clon	  con	  MICU2	  silenciado	  (Fig.	  43c).	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En	  cambio,	  en	  la	  figura	  43	  d,	  como	  hemos	  descrito	  previamente,	  se	  observa	  una	  gran	  
diferencia	  entre	  la	  primera	  y	  la	  segunda	  captación	  de	  calcio	  mitocondrial	  en	  las	  células	  
con	  MICU1	  silenciado.	  Tanto	  el	  valor	  máximo	  de	  calcio	  alcanzado	   (Fig.	  43e),	  como	   la	  
velocidad	   de	   captación	   del	   segundo	   pico	   (Fig.	   43f),	   son	   muy	   inferiores	   a	   las	  
encontradas	  tras	  la	  primera	  adición	  de	  calcio.	  Además,	  cuando	  silenciamos	  MICU1	  en	  
el	  clon	  con	  MICU2	  silenciado,	  al	  presentar	  un	  efecto	  aditivo	  de	  ambos	  silenciamientos,	  
encontramos	   los	  mismos	   resultados	   que	   al	   silenciar	   únicamente	  MICU1,	   pero	   sobre	  
una	  base	  estable	  de	  mayor	  magnitud	  que	  corresponde	  al	  silenciamiento	  de	  MICU2.	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Figura	   43:	   Efecto	   del	   silenciamiento	   de	   MICU1	   y	   MICU2	   sobre	   la	   captación	   de	   calcio	   mitocondrial	  
durante	  dos	  estímulos	  consecutivos	  con	  un	  tampón	  de	  calcio	  de	  500nM.	  Las	  células	  fueron	  
transfectadas	  con	  aequorina	  mitocondrial	  mutada	  y	  permeabilizadas	  antes	  de	  ser	  estimuladas	  
dos	   veces	   consecutivas	   con	   un	   tampón	   de	   calcio	   de	   concentración	   500nM.	   Las	   condiciones	  
estudiadas	   fueron	   las	   mismas	   que	   en	   la	   figura	   42.	   Los	   resultados	   son	   medias	   de	   3	  
experimentos	   diferentes	   de	   cada	   tipo.	   Las	   figuras	  b	   y	  e	  muestran	   las	  medias	   ±	   e.e.m.	   de	   la	  
concentración	   de	   calcio	   mitocondrial	   máxima	   alcanzada	   en	   cada	   caso	   tanto	   en	   el	   pico	  
producido	  por	   la	  primera	  perfusión	  de	  calcio	  como	  en	  el	  segundo.	  Las	  figuras	  c	  y	  f	  muestran	  
las	   medias	   ±	   e.e.m.	   de	   las	   velocidades	   de	   captación	   de	   calcio	   mitocondrial	   junto	   con	   las	  
significancias	  de	  ambos	  picos	  de	  calcio	  mitocondrial.	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Desde	  el	  reciente	  descubrimiento	  del	  sustrato	  molecular	  del	  poro	  del	  uniportador	  de	  
calcio	  mitocondrial,	  la	  proteína	  MCU	  (De	  Stefani	  et	  al.,	  2011;	  Bughman	  et	  al.,	  2011),	  se	  
han	  descrito	  otras	  proteínas	  capaces	  de	  modular	  el	   transporte	  de	  calcio	  a	   través	  del	  
MCU.	   Estas	   proteínas,	   forman	   el	   complejo	   del	   uniportador	   de	   calcio	   mitocondrial:	  
MICU1,	  MICU2,	  MCUb,	  MCUR1	  y	  EMRE	  (Perocchi	  et	  al.,	  2010;	  Plovanich	  et	  al.,	  2013;	  
Raffaello	  et	  al.,	  2013;	  Mallilankaraman	  et	  al.,	  2012a;	  Sancak	  et	  al.,	  2013).	  	  
En	  esta	  tesis	  nos	  hemos	  centrado	  en	  el	  estudio	  de	  la	  proteína	  formadora	  del	  poro	  MCU	  
y	   sus	   dos	   reguladores	  MICU1	   y	  MICU2.	   La	  mayor	   parte	   de	   los	   tejidos	   de	  mamífero	  
expresan	   estos	   dos	   reguladores,	   aunque	   su	   expresión	   es	   variable	   y	  MICU1	   tiene	   un	  
patrón	  de	  expresión	  más	   amplio	  que	  MICU2	   (Plovanich	  et	   al.,	   2013;	   Pagliarini	   et	   al.,	  
2008).	   Por	   lo	   tanto	  muchos	   tejidos	   contienen	   ambas	   proteínas	   reguladoras,	   aunque	  
algunos	  solo	  expresarán	  MICU1.	  	  
5.1 MCU 
La	  proteína	  MCU	  es	  esencial	  para	  generar	  una	   corriente	  de	   calcio,	  por	   lo	   tanto	  para	  
que	   se	   produzca	   la	   captación	   de	   calcio	   mitocondrial.	   Tanto	   los	   experimentos	   de	  
sobreexpresión	   como	   de	   silenciamiento	   han	   indicado	   que	   esta	   proteína	   es	   la	  
formadora	  del	  canal	  (Patron	  et	  al.,	  2013).	  	  
Hemos	  usado	  shRNA	  para	  silenciar	  la	  proteína	  MCU	  en	  células	  HeLa	  y	  hemos	  creado	  un	  
clon	  estable	  con	  la	  proteína	  silenciada.	  Hemos	  comprobado	  el	  grado	  de	  silenciamiento	  
por	  western	  blot,	  siendo	  éste	  del	  98%	  con	  respecto	  a	  las	  células	  control.	  Usando	  este	  
clon	  hemos	  realizado	  estudios	  de	  dinámica	  de	  calcio	  en	  la	  mitocondria	  y	  en	  el	  retículo	  
endoplásmico.	  	  
La	   captación	   de	   calcio	   mitocondrial	   ante	   un	   estímulo	   de	   alta	   intensidad	   (Histamina	  
100μM)	  es	   prácticamente	  nula	   cuando	  MCU	  esta	   silenciado.	  Además,	   no	   se	   observa	  	  
captación	  de	  calcio	  mitocondrial	  significativa	  en	  células	  permeabilizadas	  	  de	  los	  clones	  
con	  MCU	  silenciado	  para	  ninguna	  concentración	  de	  calcio	  citosolico	  perfundida.	  	  Por	  lo	  
tanto,	   la	   actividad	   del	   uniportador	   queda	   totalmente	   abolida	   al	   silenciar	   la	   proteína	  
MCU.	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En	   cuanto	   al	   retículo	   endoplásmico,	   la	   ausencia	   de	   MCU	   produce	   dos	   efectos.	   En	  
primer	  lugar,	  aumenta	  la	  velocidad	  de	  rellenado	  de	  Ca2+	  del	  retículo	  tras	  la	  depleción	  
inicial.	   Este	  hecho,	  que	  puede	  deberse	  en	  parte	  a	  que	   la	   carencia	  de	  MCU	  hace	  que	  
todo	   el	   Ca2+	   que	   entra	   por	   vía	   capacitativa	   esté	   disponible	   para	   las	   bombas	   SERCA,	  
sugiere	  también	  que	  la	  entrada	  capacitativa	  no	  se	  ve	  alterada	  significativamente	  por	  la	  
ausencia	   de	   MCU	   en	   estas	   células.	   En	   segundo	   lugar,	   observamos	   también	   que	   	   la	  
liberación	  de	  calcio	  desde	  el	  retículo	  en	  respuesta	  a	  Histamina	  100μM	  es	  más	  lenta	  en	  
las	  células	  donde	  se	  ha	  silenciado	  de	  forma	  estable	  MCU.	  Este	  hecho	  puede	  deberse	  al	  
aumento	  de	   la	  autoinhibición	  del	   IP3R	  por	  parte	  del	  calcio	  que	   libera,	  al	  aumentar	  el	  
nivel	  del	  microdominio	   local	  de	  Ca2+	  como	  consecuencia	  de	   la	   falta	  de	   	  captación	  de	  
calcio	   mitocondrial.	   En	   condiciones	   normales,	   esta	   captación	   permite	   reducir	   	   la	  
concentración	  de	  calcio	  del	  microdominio	  que	  se	  crea	  en	  	  la	  boca	  del	  canal	  del	  IP3R,	  y	  
que	  es	  responsable	  de	  su	  modulación.	  	  
5.2 MICU1 
MICU1	  tiene	  un	  papel	  	  muy	  importante	  en	  la	  regulación	  del	  flujo	  de	  calcio	  a	  través	  de	  
MCU.	   El	   grupo	   de	   Mallilankaraman	   mostró	   que	   el	   silenciamiento	   de	   MICU1	   activa	  
ampliamente	   la	   captación	   de	   calcio	   mitocondrial	   a	   concentraciones	   bajas	   de	   calcio	  
citosólico,	  mientras	  que	  no	  encuentran	  efectos	  a	  concentraciones	  de	  calcio	  citosólico	  
altas	  (Mallilankaraman	  et	  al.	  2012b).	  	  Concluyeron	  que	  MICU1	  podría	  actuar	  como	  un	  
controlador	   de	   la	   apertura	   del	   	   MCU,	   bloqueando	   la	   entrada	   de	   calcio	   en	   la	  
mitocondria	   durante	   aumentos	   de	   baja	   magnitud	   en	   la	   concentración	   de	   calcio	  
citosólico.	  Por	  otro	  lado,	  el	  grupo	  de	  Csordás	  demostró	  que	  MICU1	  no	  sólo	  controla	  el	  
valor	  de	  la	  concentración	  de	  calcio	  que	  activa	  el	  MCU,	  sino	  que	  también	  juega	  un	  papel	  
importante	  en	   la	  activación	  del	  MCU	  a	  concentraciones	  altas	  de	  calcio	  citosólico.	  Por	  
ello,	  cuando	  MICU1	  es	  silenciado	   la	  velocidad	  en	   la	  captación	  de	  calcio	  mitocondrial,	  
para	  concentraciones	  de	  calcio	  citosólico	  altas,	  es	  mucho	  menor	  (Csordás	  et	  al.,	  2013).	  	  
Los	   resultados	   obtenidos	   en	   el	   presente	   estudio	   confirman	   este	   doble	   papel	   	   de	  
MICU1,	   como	  controlador	  de	   la	   apertura	  del	  MCU	  a	  bajas	   concentraciones	  de	   calcio	  
citosólico,	  y	  como	  	  activador	  de	  la	  captación	  de	  calcio	  mitocondrial	  a	  concentraciones	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de	   calcio	   citosólico	   elevadas.	   Además	   se	   ha	   utilizado	   la	   aequorina	   para	   estudiar	   en	  
detalle	   los	   mecanismos	   de	   esos	   efectos	   a	   diferentes	   concentraciones	   de	   calcio	  
citosólico.	  
Al	  estudiar	  la	  captación	  de	  calcio	  mitocondrial	  en	  un	  amplio	  rango	  de	  concentraciones	  
de	  calcio	  citosólicas,	  encontramos	  que	  el	  silenciamiento	  de	  MICU1	  activa	  la	  captación	  
de	   calcio	  mitocondrial	   de	   forma	   significativa	   para	   valores	   de	   calcio	   citosólico	   bajos,	  
entre	  100nM	  y	  2μM.	  En	  este	  rango	  de	  concentraciones,	   la	  velocidad	  de	  captación	  es	  
muy	   superior	   en	   las	   células	   silenciadas	   que	   en	   las	   controles.	   Por	   el	   contrario,	   para	  
concentraciones	   de	   calcio	   citosólico	   altas,	   la	   velocidad	   de	   captación	   de	   calcio	  
mitocondrial	   se	   ve	   reducida	   en	   las	   células	   con	   MICU1	   silenciado.	   Los	   resultados	  
muestran	   que	   incluso	   una	   concentración	   de	   calcio	   citosólico	   muy	   baja	   (100nM)	  
promueve	  un	  aumento	  rápido	  en	  la	  concentración	  de	  calcio	  mitocondrial	  en	  las	  células	  
con	  MICU1	  silenciado,	  mientras	  que	  no	  produce	  ningún	  efecto	  en	   las	  células	  control.	  
La	   velocidad	   de	   captación	   de	   calcio	   mitocondrial	   aumenta	   en	   las	   células	   control	   al	  
aumentar	   la	   concentración	   de	   calcio	   citosólico.	   Cuando	   la	   concentración	   de	   calcio	  
citosólico	  es	  mayor	  de	  2μM,	  la	  	  captación	  de	  calcio	  mitocondrial	  consigue	  ya	  	  valores	  
mayores	  en	  las	  células	  control	  con	  respecto	  a	  las	  células	  silenciadas.	  Sin	  embargo,	  hay	  
que	  tener	  en	  cuenta	  que	  para	  valores	  de	  calcio	  citosólico	  entre	  2	  y	  5μM,	  la	  velocidad	  
inicial	   de	   captación	  de	   calcio	  mitocondrial	   es	   aún	  mayor	   en	   las	   células	   silenciadas,	   y	  
además	  comienza	  antes	  que	  en	  las	  células	  control.	  Es	  ya	  a	  partir	  de	  concentraciones	  de	  
Ca2+	   citosólico	   de	   7µM	   cuando	   se	   evidencia	   claramente	   el	   efecto	   inhibitorio	   en	   las	  
células	  silenciadas.	  	  Por	  lo	  tanto,	  nuestros	  resultados	  sugieren	  que	  para	  abrir	  el	  canal	  
del	   MCU	   es	   necesario	   eliminar	   el	   bloqueo	   que	   produce	  MICU1	   y	   que	   este	   proceso	  
requiere	  una	  cierta	  cantidad	  de	  tiempo	  y	  niveles	  de	  Ca2+.	  A	  concentraciones	  de	  calcio	  
citosólico	  por	  encima	  de	  5μM,	  la	  velocidad	  inicial	  de	  captación	  de	  calcio	  mitocondrial	  
no	  es	  tan	  diferente	  entre	  las	  células	  control	  y	  las	  células	  silenciadas.	  Esto	  indica	  que	  la	  
eliminación	  del	  bloqueo	  de	  MICU1	  se	  produce	  de	  forma	  más	  rápida	  a	  concentraciones	  
de	  calcio	  citosólico	  elevadas.	  
En	   este	   trabajo	   también	   se	   ha	   encontrado	   otra	   característica	   inesperada	   de	   la	  
regulación	  del	  MCU	  por	  parte	  de	  MICU1.	  Hemos	  visto	  que	  la	  apertura	  prolongada	  del	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MCU	   por	   concentraciones	   de	   calcio	   submicromolares,	   promueve	   un	   mecanismo	   de	  
inactivación	  de	   la	  captación	  de	  calcio	  mitocondrial	  que	  solo	  ocurre	  en	   las	  células	  con	  
MICU1	   silenciado,	   pero	   no	   en	   las	   controles.	   Esta	   inactivación	   solo	   se	   produce	   en	  
presencia	  de	   calcio	  y	  el	   grado	  de	   inactivación	  depende	   tanto	  del	   tiempo	  como	  de	   la	  
concentración	  de	   calcio	   citosólica.	   Es	  necesario	  mantener	  abierto	  el	  MCU	  durante	  al	  
menos	   5	   minutos	   en	   presencia	   de	   calcio	   500nM	   para	   conseguir	   una	   inactivación	  
completa	  del	  MCU.	   Si	  mantenemos	  abierto	  el	   canal	  durante	  2	  minutos	   conseguimos	  
una	  inactivación	  del	  50%.	  Por	  otro	  lado,	  la	  inactivación	  es	  también	  incompleta	  cuando	  
el	  nivel	  de	  Ca2+	  es	  de	  100	  o	  200nM,	  y	  hace	  falta	  perfundir	  concentraciones	  de	  500nM	  o	  
superiores	   para	   conseguir	   una	   inactivación	   completa	   en	   5	   minutos.	   Además,	   la	  
inactivación	   es	   persistente,	   ya	   que	   una	   vez	   que	   se	   ha	   producido	   la	   inactivación	   del	  
canal,	   no	   se	  ha	   conseguido	   reactivarlo	  ni	   siquiera	  manteniendo	   las	   células	  en	  medio	  
libre	   de	   calcio	   durante	   15	  minutos.	   	   Por	   lo	   tanto,	   en	   ausencia	   de	  MICU1,	   cuando	   el	  
MCU	   permanece	   abierto	   durante	   varios	   minutos,	   por	   concentraciones	   de	   calcio	  
citosólico	   en	   el	   rango	  micromolar	   o	   submicromolar,	   aparece	   un	   nuevo	   bloqueo	   que	  
restablece	   la	   impermeabilidad	  del	  MCU	  a	   bajas	   concentraciones	   de	   calcio	   citosólico.	  
Este	  mecanismo	  podría	  representar	  un	  sistema	  de	  seguridad	  contra	   la	  sobrecarga	  de	  
calcio	   mitocondrial	   durante	   aumentos	   prolongados	   en	   la	   concentración	   de	   calcio	  
citosólico.	  Además,	  aunque	  la	  inactivación	  afecta	  principalmente	  a	  la	  entrada	  de	  calcio	  
a	   concentraciones	   de	   calcio	   citosólico	   bajas,	   	   hay	   también	   un	   pequeño	   efecto	   a	  
concentraciones	  de	  calcio	  citosólico	  altas.	  En	  conclusión,	   la	   	  apertura	  prolongada	  del	  
MCU	   produce	   un	   bloqueo	   del	   mismo	   de	   forma	   independiente	   de	   MICU1,	   que	   es	  
persistente,	   requiere	   tiempo	   para	   	   desarrollarse,	   y	   	   es	   más	   pronunciado	   a	  
concentraciones	  de	  calcio	  citosólico	  bajas.	  
Este	   mecanismo	   de	   inactivación	   comparte	   ciertas	   características	   con	   el	   mecanismo	  
denominado	   RaM	   (rapid	   mode	   of	   calcium	   uptake	   into	   mitocondria;	   Buntinas	   et	   al.,	  
2001),	  aunque	  hay	  otras	  características	  en	  las	  que	  difieren	  como	  la	  sensibilidad	  al	  Rojo	  
de	  Rutenio,	  el	  mayor	  	  tiempo	  necesario	  para	  producir	  la	  inactivación,	  y	  la	  ausencia	  	  de	  
reactivación.	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En	  relación	  con	  el	  mecanismo	  de	  inhibición	  dependiente	  de	  calcio,	  hemos	  demostrado	  
que	  se	  produce	  aun	  en	  ausencia	  de	  ATP	  y	  en	  presencia	  de	  varios	  antioxidantes.	  Estos	  
resultados	  sugieren	  que	  ni	   la	   fosforilación	  ni	   los	  ROS	  están	   implicados	  en	  el	  proceso.	  
También	   se	  puede	  excluir	  que	   se	  deba	  a	  alteraciones	  en	   los	  amortiguadores	  de	  Ca2+	  
mitocondriales	   como	   consecuencia	   de	   una	   alcalinización	   de	   la	  matriz	   derivada	   de	   la	  
entrada	  de	  Ca2+,	  	  ya	  que	  aumentos	  similares	  en	  la	  concentración	  de	  calcio	  mitocondrial	  
en	  las	  células	  control	  no	  producen	  ningún	  tipo	  de	  inhibición.	  Por	  lo	  tanto,	  no	  tenemos	  
en	  este	  momento	  una	  hipótesis	  definida	  sobre	  el	  mecanismo	  de	  este	  efecto.	  Con	  todos	  
los	  datos	  obtenidos,	  podemos	  decir	  que	  para	  que	  se	  produzca	  la	  apertura	  del	  MCU	  es	  
necesario	   eliminar	   el	   bloqueo	   que	   genera	   MICU1	   y	   que	   este	   proceso	   necesita	   un	  
tiempo	   para	   producirse,	   el	   cual	   es	   inversamente	   proporcional	   a	   la	   concentración	   de	  
calcio	   citosólico.	   Esto	   podría	   significar	   que	   la	   cantidad	   relativa	   de	   expresión	   de	   la	  
proteína	   MICU1	   en	   los	   diferentes	   tejidos,	   podría	   controlar	   cómo	   responden	   las	  
mitocondrias,	  en	  cada	  uno	  de	  ellos,	  a	  oscilaciones	  rápidas	  de	  calcio	  citosólico	  de	  baja	  
amplitud.	   Por	   ello,	   una	   baja	   expresión	   de	   MICU1	   podría	   promover	   un	   mejor	  	  
desplazamiento	   hacia	   la	   mitocondria	   de	   oscilaciones	   rápidas	   y	   pequeñas	   de	   calcio	  
citosólico.	   Además,	   en	   ausencia	   de	   MICU1,	   la	   activación	   prolongada	   del	   MCU	   por	  
concentraciones	   de	   calcio	   citosólico	   submicromolares	   lleva	   a	   una	   inactivación	   del	  
canal.	   Esta	   inactivación	   dependiente	   de	   la	   apertura	   del	   canal	   podría	   ayudar	   a	   la	  
mitocondria	  a	  evitar	  sobrecargas	  de	  calcio	  durante	   los	  aumentos	  en	   la	  concentración	  
de	  calcio	  citosólico	  prolongados.	  
5.3 MICU2 
MICU2	   es	   un	   parálogo	   de	  MICU1	   con	   un	   27%	   de	   homología	   en	   sus	   secuencias.	   Los	  
primeros	   resultados	   de	   silenciamiento	  mostraron	   a	  MICU2	   como	   un	   inhibidor	   de	   la	  
captación	   de	   calcio	   mitocondrial	   (Plovanich	   et	   al.,	   2013).	   Los	   últimos	   estudios,	   han	  
demostrado	   que	   MICU2	   requiere	   la	   presencia	   de	   MICU1	   en	   el	   complejo	   del	  
uniportador	   para	   interaccionar	   con	   MCU.	   Por	   el	   contrario,	   	   MICU1	   puede	   	   estar	  
presente	  en	  el	  complejo	  y	  modular	  a	  MCU	  en	  ausencia	  de	  MICU2	  (Patron	  et	  al.,	  2014;	  
Kamer	  &	  Mootha,	   2014).	   	   Existen	  discrepancias	   entre	   ambos	   grupos	   con	   respecto	  al	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papel	  de	  estas	  dos	  proteínas	  en	  la	  regulación	  del	  MCU.	  Por	  un	  lado,	  se	  ha	  propuesto	  
que	  ambas	  proteínas	  son	  reguladores	  negativos	  del	  canal	  y	  que	  la	  ausencia	  de	  MICU2	  
facilita	  la	  captación	  de	  calcio,	  aunque	  sólo	  la	  eliminación	  de	  ambas	  proteínas	  (MICU1	  y	  
MICU2)	  conduciría	  a	  una	  desregulación	  del	  uniportador	  (Kamer	  &	  Mootha,	  2014).	  Por	  
otro	   lado,	  se	  ha	  propuesto	  que	  MICU1	  y	  MICU2	  presentan	  efectos	  opuestos	  sobre	   la	  
actividad	   de	  MCU,	   con	  MICU2	   actuando	   como	  un	   inhibidor	   y	  MICU1	   estimulando	   la	  
apertura	   del	   canal	   (Patron	   et	   al.,	   2014).	   Según	   estos	   autores,	   	   la	   función	   de	  MICU1	  
descrita	  previamente	  como	  un	  controlador	  de	  la	  apertura	  del	  canal	  	  a	  concentraciones	  
bajas	   de	   calcio	   citosólico	   podría	   ser	   únicamente	   una	   consecuencia	   de	   la	   forzada	  
pérdida	   de	   MICU2	   (el	   inhibidor	   real)	   cuando	   se	   silencia	   MICU1.	   Por	   todo	   ello	   es	  
necesario	  estudiar	   en	  detalle	   el	   efecto	  del	   silenciamiento	  de	  MICU1,	  de	  MICU2	  y	  de	  
ambos	  a	  la	  vez	  en	  la	  cinética	  de	  la	  captación	  de	  calcio	  mitocondrial.	  	  
Al	  estudiar	  la	  captación	  de	  calcio	  mitocondrial	  en	  un	  amplio	  rango	  de	  concentraciones	  
de	   calcio	   citosólico,	   encontramos	   que	   el	   silenciamiento	   de	   MICU2	   aumenta	   la	  
captación	  de	  calcio	  mitocondrial	  de	  forma	  significativa	  para	  valores	  de	  calcio	  citosólico	  
relativamente	   bajos,	   inferiores	   	   a	   5µM.	   De	   hecho,	   el	   efecto	   activador	   generado	   al	  
eliminar	   MICU2	   es	   máximo	   para	   valores	   de	   calcio	   citosólico	   submicromolares,	   y	   va	  
disminuyendo	  progresivamente	  al	  aumentar	   la	  concentración	  de	  calcio	  citosólico.	  De	  
esta	   forma	   cuando	   los	   valores	   de	   calcio	   citosólico	   son	   mayores	   de	   7µM	   ya	   no	   se	  
aprecia	  este	  efecto.	  	  
De	  forma	  consistente	  con	  lo	  anterior,	  el	  pico	  de	  	  concentración	  de	  calcio	  mitocondrial	  
inducido	  por	  un	  agonista	  esta	  incrementado,	  mientras	  que	  el	  pico	  en	  la	  concentración	  
de	   calcio	   citosólico	   esta	   reducido.	   Esto	   es	   debido	   a	   que	   la	   mitocondria	   capta	   una	  
mayor	   fracción	   del	   calcio	   liberado	   por	   el	   retículo.	   Es	   interesante	   comentar	   que	   esta	  
disminución	   del	   pico	   de	   Ca2+	   citosólico	   ocurre	   a	   pesar	   de	   que	   el	   silenciamiento	   de	  
MICU2	   induce	   un	   aumento	   en	   la	   velocidad	   de	   liberación	   de	   Ca2+	   del	   retículo	  
endoplásmico.	  	  El	  motivo	  de	  este	  aumento	  es	  probablemente	  que	  la	  mayor	  captación	  
de	  calcio	  por	  parte	  de	  la	  mitocondria	  está	  reduciendo	  el	  tamaño	  de	  los	  microdominios	  
de	   alto	   calcio	   de	   la	   boca	   de	   los	   receptores	   de	   IP3,	   aboliendo	   su	   inactivación	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dependiente	  de	  calcio.	  Esto	  mismo	  sucede	  cuando	  la	  captación	  de	  calcio	  mitocondrial	  
es	  estimulada	  por	  kaempherol	  u	  otros	  compuestos	  (Vay	  et	  al.,	  2007).	  
El	   aumento	  en	   la	   captación	  de	   calcio	  mitocondrial	   inducido	  por	   el	   silenciamiento	  de	  
MICU2	   no	   se	   debe	   a	   cambios	   en	   la	   velocidad	   de	   liberación	   de	   calcio	   desde	   la	  
mitocondria.	   La	   inhibición	   del	   intercambiador	   Na+/Ca2+	   con	   CGP37157	   aumentó	   con	  
igual	  magnitud	   la	  velocidad	  de	  captación	   	  de	  calcio	  mitocondrial	   tanto	  en	   las	   células	  
control	   como	  en	   las	   células	   con	  MICU2	  silenciado.	  De	   forma	  similar,	   el	   activador	  del	  
MCU,	  kaempherol,	  aumentó	  también	  la	  velocidad	  de	  captación	  de	  calcio	  mitocondrial	  
de	   forma	   similar	   en	   las	   células	   silenciadas	   y	   en	   las	   células	   control.	   Por	   lo	   tanto,	   el	  
mecanismo	  de	  activación	  del	  uniportador	  por	  	  kaempherol	  no	  está	  relacionado	  con	  la	  
función	  de	  MICU2.	  
El	   silenciamiento	   de	   MICU2	   genera	   una	   estimulación	   de	   la	   captación	   de	   Ca2+	  
mitocondrial	   con	   una	   cinética	   típica	   consistente	   en	   un	   aumento	   exponencial	   de	   la	  
concentración	   de	   Ca2+	   mitocondrial	   	   hasta	   llegar	   a	   un	   estado	   estacionario	   alto	  
establecido	  por	  el	  balance	  entre	   la	  captación	  de	  calcio	  por	  el	  MCU	  y	   la	   liberación	  de	  
calcio	   a	   través	   del	   intercambiador	  Na+/Ca2+	  (de	   la	   Fuente	   et	   al.,	   2012).	   De	   hecho,	   la	  
inhibición	   del	   intercambiador	   Na+/Ca2+	   con	   CGP37157	   aumenta	   ampliamente	   los	  
niveles	  de	  concentración	  de	  calcio	  mitocondrial	  alcanzados.	  Esta	  cinética	  contrasta	  con	  
lo	  observado	  al	  silenciar	  MICU1,	  donde	  la	  adición	  de	  calcio	  induce	  una	  entrada	  rápida	  
de	  calcio	  que	  muestra	  un	  pico	  transitorio	  más	  alto,	  que	  luego	  rápidamente	  disminuye	  
hasta	   llegar	   a	   un	   estado	   estacionario	   elevado.	   Este	   tipo	   de	   cinética	   sugiere	   que	   la	  
activación	  de	   la	   vía	  de	   calcio	  en	  este	   caso	   tiene	  dos	   componentes,	  uno	   transitorio	   y	  
otro	  permanente.	  
Los	  estudios	  realizados	  con	  dos	  adiciones	  de	  calcio	  consecutivas	  muestran	  claramente	  
esos	   dos	   patrones	   cinéticos	   diferentes	   de	   estimulación	   de	   la	   entrada	   de	   Ca2+	   a	   la	  
mitocondria,	   y	   cómo	  en	   la	   segunda	  estimulación	   la	   respuesta	   transitoria	   debida	   a	   la	  
eliminación	  de	  MICU1	  desaparece.	  Por	   lo	   tanto,	  el	  silenciamiento	  de	  MICU2	  produce	  
una	  apertura	  persistente	  de	  la	  vía	  de	  entrada	  de	  calcio,	  mientras	  que	  el	  silenciamiento	  
de	  MICU1	  produce	  ambas	  respuestas,	  una	  persistente	  y	  otra	  transitoria.	  Finalmente,	  el	  
silenciamiento	   transitorio	   de	  MICU1	   sobre	   el	   clon	   estable	   con	  MICU2	   silenciado	   ha	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generado	  la	  misma	  respuesta	  que	  la	  observada	  al	  silenciar	  únicamente	  MICU1	  (un	  pico	  
transitorio	  más	  alto	  que	  disminuye	  hasta	  llegar	  a	  un	  estado	  estacionario),	  pero	  en	  este	  
caso	  con	  una	  respuesta	  persistente	  mayor.	  	  
La	   hipótesis	   que	   explicaría	   estos	   experimentos	   es	   que	   la	   eliminación	   de	   MICU2	   es	  
responsable	   de	   la	   respuesta	   persistente	   de	   	   aumento	   de	   la	   captación	   de	   calcio	  
mitocondrial	   obtenida	   a	   	   niveles	   de	   calcio	   citosólico	   bajos.	   La	   eliminación	  de	  MICU1	  
sería	  responsable	  de	  la	  respuesta	  transitoria	  y	  de	  la	  inhibición	  del	  canal	  debida	  a	  una	  
apertura	   prolongada.	   Por	   otro	   lado,	   como	   la	   eliminación	   de	   MICU1	   conlleva	   la	  
eliminación	   de	   MICU2	   del	   complejo	   del	   MCU,	   el	   efecto	   final	   del	   silenciamiento	   de	  
MICU1	  produce	  un	  aumento	  de	   la	   captación	  de	   calcio	  mitocondrial	   tanto	   transitorio	  
como	  	  persistente.	  	  
Como	  se	  ha	  mencionado,	  existe	  actualmente	  un	  debate	  sobre	  la	  función	  de	  MICU1	  en	  
la	  regulación	  del	  MCU.	  Mientras	  que	  el	  papel	  inhibitorio	  de	  MICU2	  está	  más	  aceptado,	  
ya	   que	   su	   eliminación	   produce	   siempre	   un	   aumento	   en	   la	   captación	   de	   calcio	  
mitocondrial,	   el	   papel	   de	   	   MICU1	   no	   está	   claro	   ya	   que	   se	   le	   ha	   propuesto	   como	  
inhibidor	  (Kamer	  &	  Mootha,	  2014)	  y	  activador	  al	  mismo	  tiempo	  (Patron	  et	  al.,	  2014).	  
En	   este	   trabajo	   se	   ha	   mostrado	   que	   el	   silenciamiento	   de	   MICU1	   produce	   a	  
concentraciones	   de	   Ca2+	   citosólico	   bajas	   una	   activación	   de	   MCU	   transitoria	   que	   no	  
puede	  ser	  atribuida	  a	  la	  eliminación	  paralela	  de	  MICU2.	  Además,	  MICU1	  coopera	  con	  
MICU2	  para	  mantener	   cerrado	  y	  establecer	  el	   límite	  de	  activación	  de	  MCU	  a	  niveles	  
bajos	  de	  calcio	  citosólico.	  Por	  lo	  tanto,	  ambas	  moléculas	  actúan	  como	  inhibidores	  del	  
MCU	   a	   concentraciones	   bajas	   de	   calcio	   citosólico,	   aunque	   su	   efecto	   cambia	   a	  
concentraciones	  de	  calcio	  citosólico	  altas.	  A	  estas	  concentraciones	  de	  calcio	  citosólico,	  
MICU1	  actúa	  como	  un	  activador	  de	  MCU	  (valores	  de	  concentración	  de	  calcio	  citosólico	  
superiores	  a	  2.5µM).	  MICU2	  por	  su	  lado,	  no	  tiene	  ningún	  efecto	  sobre	  la	  regulación	  del	  
MCU	  cuando	  se	  alcanzan	  valores	  de	  calcio	  citosólico	  de	  7µM	  o	  mayores.	  Por	  todo	  ello,	  
podemos	  decir	   que	  MICU2	  es	  un	   inhibidor	  del	  MCU,	   aunque	   solo	   a	   concentraciones	  
bajas	  de	  calcio	  citosólico,	  y	  que	  MICU1	  tiene	  un	  doble	  papel,	  actuando	  como	  inhibidor	  
a	  concentraciones	  de	  calcio	  citosólico	  bajas	  y	  como	  activador	  a	  concentraciones	  altas.	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1. El	  silenciamiento	  de	  MCU	  abole	  la	  captación	  de	  calcio	  mitocondrial.	  
2. 	  En	   células	   con	   el	  MCU	   silenciado	   se	   observa	   un	   aumento	  de	   la	   velocidad	  de	  	  
rellenado	   del	   retículo	   endoplásmico	   y	   una	   reducción	   de	   la	   velocidad	   de	  	  
liberación	  de	   calcio	   a	   través	   	   del	   IP3R,	   probablemente	   como	   consecuencia	  de	  
una	  inhibición	  dependiente	  de	  Ca2+	  del	  propio	  IP3R.	  	  
3. Nuestros	  resultados	  confirman	  que	  la	  ausencia	  de	  MICU1	  activa	  la	  captación	  de	  
calcio	  mitocondrial	  a	  bajas	  concentraciones	  de	  calcio	  citosólico,	  mientras	  que	  	  a	  
altas	  concentraciones	  de	  calcio	  citosólico	  la	  captación	  de	  calcio	  mitocondrial	  se	  
ve	  reducida.	  
4. La	  ausencia	  de	  MICU1	  revela	  un	  nuevo	  modo	  de	  operar	  del	  uniportador	  a	  bajas	  
concentraciones	  de	  calcio	  citosólico,	  donde	  	  la	  entrada	  de	  calcio	  inducida	  por	  el	  
silenciamiento	  de	  MICU1	  sufre	  una	   inactivación	   lenta	  cuando	  el	  MCU	  se	  abre	  
de	   forma	   prolongada	   (minutos)	   con	   	   concentraciones	   de	   calcio	   citosólico	  	  
mayores	  de	  200nM.	  
5. La	   apertura	   de	   MCU	   requiere	   la	   eliminación	   del	   bloqueo	   de	   MICU1	   en	   un	  
proceso	  lento	  cuya	  velocidad	  es	  dependiente	  de	  la	  [Ca2+]c.	  
6. MICU2	   actúa	   como	   inhibidor	   del	   MCU	   a	   concentraciones	   de	   Ca2+	   citosólico	  
inferiores	   a	  7µM.	  En	  este	   rango	  de	   [Ca2+],	   su	   silenciamiento	  produce	  un	  gran	  
aumento	   en	   la	   captación	   de	   calcio	   mitocondrial.	   Esta	   captación,	   tiene	   una	  
cinética	   	   constante	   (no	   inactivante)	   que	   aumenta	   los	   niveles	   de	   calcio	  
mitocondriales	   hasta	   llegar	   a	   un	   estado	   estacionario	   elevado,	   en	   el	   que	   se	  
mantiene	  de	  forma	  prolongada.	  
7. El	   aumento	   en	   la	   captación	   de	   calcio	   mitocondrial	   inducido	   por	   el	  
silenciamiento	  de	  MICU2	  no	  se	  debe	  a	  cambios	  en	  la	  velocidad	  de	  liberación	  de	  
calcio	   desde	   la	  mitocondria.	   Tampoco	   está	   relacionado	   con	   el	  mecanismo	  de	  
activación	  del	  uniportador	  por	  	  kaempferol.	  
8. La	   estimulación	   de	   la	   captación	   de	   calcio	   mitocondrial	   inducida	   	   por	   el	  
silenciamiento	  de	  MICU2,	  aumenta	  la	  velocidad	  de	  liberación	  de	  Ca2+	  desde	  el	  
retículo	   endoplásmico,	   probablemente	   porque	   reduce	   la	   magnitud	   de	   los	  
microdominios	  de	  alto	  calcio	  de	  la	  boca	  de	  los	  receptores	  de	  IP3,	  aboliendo	  su	  
inactivación	  dependiente	  de	  calcio.	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9. La	  activación	  de	   la	  vía	  de	  calcio	   tras	  el	   silenciamiento	  de	  MICU1	   (y	   la	  pérdida	  
consiguiente	  de	  MICU2)	  tiene	  dos	  componentes	  aditivos,	  uno	  transitorio	  y	  otro	  
persistente.	  La	  ausencia	  	  de	  MICU2	  es	  responsable	  de	  la	  respuesta	  persistente	  
mientras	  que	  el	  silenciamiento	  de	  MICU1	  lo	  es	  de	  la	  respuesta	  transitoria	  y	  de	  
la	  inhibición	  del	  canal	  dependiente	  de	  Ca2+	  durante	  	  su	  apertura	  prolongada.	  
10. En	   resumen,	   concluimos	  que	  MICU2	  es	   un	   inhibidor	   del	  MCU,	   aunque	   solo	   a	  
concentraciones	  de	  calcio	  citosólico	  inferiores	  a	  7µM.	  En	  cambio,	  MICU1	  tiene	  
un	  doble	  papel,	  actuando	  como	  inhibidor	  a	  concentraciones	  de	  calcio	  citosólico	  
inferiores	  a	  2,5µM	  y	  como	  activador	  a	  concentraciones	  superiores.	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